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RESUMEN
Las integrinas ligan la matriz extracelular con el citoesqueleto de actina a traves de
diversas proteinas involucradas con la formacion de adhesiones focales, como
resultado de esta interaccion se forman complejos de adhesion focal y diferentes vias
de sefializacion son activadas. A pesar de que los espermatozoides de los mamiferos
expresan varias integrinas, es desconocido como estas proteinas funcionan en
espermatozoides de los mamiferos. En este trabajo mostramos la presencia de
proteinas de adhesién focal en espermatozoides de cobayo y exploramos su papel
durante la capacitacion y la reaccion acrosomal. Primeramente, encontramos la
presencia de las cadenas a5, a6, av, 1y B3 de las integrinas en los espermatozoides
del cobayo, las cuales fueron localizadas en la region apical del acrosoma y el flagelo.
Nuestros resultados sugieren la presencia de complejos de adhesion focal
conformados por: integrina-B1, la cinasa de adhesion focal (FAK), paxilina, vinculina,
talina y a-actinina en la region acrosomal. La inhibicion de FAK durante la capacitacion
afecto la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina (Tyr), la cual ocurre en los
primeros minutos de la capacitaciéon, causando que la reaccidbn acrosomal se
incrementara tempranamente y de manera dependiente de Ca?*. Adicionalmente, no
permitid la polimerizacion de actina asociada a la capacitacion. La integracion de
vinculina y talina a los complejos de adhesion focal sugiere que los complejos de
adhesion focal se ensamblan durante la capacitacion. Nosotros identificamos que
durante la capacitacion el citoesqueleto de actina fue remodelado, incrementando la
interaccion de vinculina y a-actinina a este, con lo que los complejos de adhesién focal

se terminan de estructurar. Lo anterior indica que FAK contribuye a la integridad del



acrosoma, probablemente regulando la polimerizacién de actina y remodelando el
citoesqueleto de actina. Por otro lado, la interaccion de los espermatozoides con
proteinas de la matriz extracelular mostrd que dependiendo del estado de las proteinas
(soluble o en forma de matriz) los efectos sobre la fisiologia del espermatozoide son
diferentes. Inicialmente, determinamos que los espermatozoides solo se adhieren a
matrices formadas por fibronectina (FN), pero no a las formadas por laminina o
colageno-l. Los espermatozoides solo se adhirieron a la matriz de FN cuando tienen
un tiempo minimo de capacitacion (30 min). Los espermatozoides adheridos a la matriz
incrementaron varias veces su expectativa de vida, ya que no experimentaron la
reaccion acrosomal después de varias horas de incubacion. Sin embargo, cuando los
espermatozoides fueron incubados con FN soluble, experimentaron rapidamente la
reaccion acrosomal alcanzando una vida media maxima de aproximadamente 2 horas.
Estos resultados sugieren que la interaccion de los espermatozoides a una matriz de

FN incrementa su sobrevivencia.
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ABSTRACT
Integrins link to the extracellular matrix with the actin cytoskeleton through diverse
proteins involved in the structuring of focal adhesions, as a result of this interaction they
form focal adhesion complexes and different signaling pathways are activated.
Although mammalian sperm expresses different integrins, it is unknown how these
proteins function in mammalian spermatozoa. In this work, we show the presence of
focal adhesion proteins in guinea pig spermatozoa and explore their role during
capacitation and acrosomal reaction. First of all, we found the presence of the a5, a6,
av, B1 and B3 chains of the integrins in the guinea pig spermatozoa, which were located
in the apical region of the acrosome and flagellum. Our results suggest the presence
of focal adhesion complexes composed by B1-integrin, Focal adhesion kinase (FAK),
paxillin, vinculin, talin and a-actinin in the acrosomal region. Inhibition of FAK during
capacitation affected protein phosphorylation in Tyr, which occurs in the first minutes
of capacitation, causing the acrosomal reaction to increase early and in a Ca?-
dependent manner. Also, it did not allow actin polymerization associated to
capacitation. The integration of vinculin and talin to focal adhesion complexes suggests
that these complexes are assembled during capacitation. We identified that the actin
cytoskeleton was remodeled during capacitation, increasing the interaction of a-actinin
to actin cytoskeleton; whereby the focal adhesion complexes complete their structuring.
The above indicates that FAK contributes to acrosome integrity, probably by regulating
actin polymerization and remodeling the actin cytoskeleton. On the other hand, the
interaction of the spermatozoa with extracellular matrix proteins showed that depending
on the state of the proteins (soluble or in a matrix) the effects on the physiology are
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different. First, we determined that spermatozoa only adhere to matrices formed by
fibronectin, but not to those formed by laminin or collagen-I. Spermatozoa only adhered
to the fibronectin matrix when they had a time of capacitation of 30 min. The
spermatozoa adhered to the matrix increased several times their life expectancy since
they did not experience the acrosomal reaction after several hours of incubation.
However, when the spermatozoa were incubated with soluble fibronectin, they rapidly
experienced the acrosomal reaction reaching a maximum life expectancy of
approximately 2 hours. These results suggest that the interaction of spermatozoa to a

fibronectin matrix increases their survival.
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Figura 1. Principales eventos que ocurren durante la capacitacion. Cambios en la fluidez
de la membrana por la salida de colesterol de la membrana plasmética, por lo que hay un
cambio en el potencial de membrana, también hay una remodelacion de los lipidos de la
membrana (PL), activacion de las fosfolipasas (PLA y PLCy) , entrada de los iones calcio
Ca2+ y bicarbonato (HCOs-), fosforilacion de proteinas asociado con la capacitacién por
la entrada de (HCO3-) el cual activa la enzima adenilato ciclasa (AC) con un incremento
de AMPc y la subsecuente activacion de la proteina Cinasa A (PKA). La activacion de la
PKA activa la fosforilaciéon de tirosinas cinasas (TK). Otro modulador fisiolégico de la
fosforilacion de tirosinas durante la capacitacidon son las especies reactivas de oxigeno
(ROS) y oxido nitrico (NO). También es registrado un aumento en la produccién de ATP
gue es necesario para que se lleve a cabo la hiperactivacion flagelar. Modificado de Kate
L= L 1 PP PPPPT 4

Figura 2. Reaccion del acrosoma en el espermatozoide humano. |. Espermatozoide con
el acrosoma intacto (no reaccionado). Il. Reaccion del segmento principal (SP) del
acrosoma: fusion de la membrana acrosomal externa (MAE) y la membrana plasmatica
(MP) en el segmento principal del acrosoma. lll. Reaccién acrosdmica en el segmento
ecuatorial (SE). IV. Espermatozoide con reaccion acrosémica del segmento principal y
ecuatorial. La membrana acrosémica interna se continta con la membrana plasmética del

segmento postecuatorial. Tomado de del Rio et al., 2007 [23].......cueeeiieeiiiiiiiiiiieeeeeeeennans 7

Figura 3. Esquema de la regién del istmo. En el istmo se observan las criptas lugar donde
los espermatozoides se unen al epitelio. También se muestra el orden de los procesos por
los que pasa el espermatozoide en el tracto reproductor de la hembra: 1) Activacion, 2)
Capacitacion, 3) Hiperactivacion, 4) Reconocimiento entre gametos, 5) Reaccion

acrosomal, 6) Adhesion y 7) Fusion. Tomado de Olivera et al [148]......ccccceevvvvveeeiiinnnn. 11

Figura 4. Representacion esquematica del estado conformacional las integrinas. Las
integrinas muestran 2 estados conformacionales: El inactivo y el activo. El inactivo (es
decir, baja afinidad para componentes ECM) las subunidades a y B estan con la cabeza
inclinada hacia la membrana plasmatica y la union por ejemplo de SHARPIN o MDGI (a

las subunidades), O ICAP1 o filamina (a las subunidades) al dominio citoplasmico de
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integrinas estabiliza el heteromero de Integrina, en su conformacion de baja afinidad. La
conformacion de alta afinidad requiere de la extension del dominio extracelular y la
separacion de las subunidades a y 8 resultando en la conformacién llamada de cabeza
abierta y extendida. Esta conformacion es disparada por la unién a componentes de la
MEC en el dominio extracelular llamada sefalizacion de afuera hacia adentro, o por
asociacion de talina y kindinas con el domino citoplasmatico de las subunidades 8 en

respuesta a una sefal intracelular. Tomado de Pouwels et al., 2012 [77] .....cccevvveernns 18

Figura 5. Las principales vias de sefializacion mediadas por integrinas en los contactos
focales. Aqui se muestran las cuatro principales vias de sefializacion activadas por
integrinas en los complejos de adhesion focal. El elemento clave en todas estas vias es
FAK. La activacién de FAK por autofosforilacion permite la unién de Src, paxilina y/o Fyn
para una fuerte fosforilacion y total activacion. La union de Grb2, p130Cas, la PI3K y Graf
a FAK dependiendo del sitio de fosforilacién despiertan las siguientes vias de sefalizacion:
La proliferacion, migracion, apoptosis/sobrevivencia y una via alterna para la migraciéon
respectivamente. La union directa de la paxilina y su asociacion con la proteina tirosina
fosfatasa PTP-PEST es importante para la regulacion dindmica de ciclos de fosforilacion

y desfosforilacién estimulados por integrina. Tomado de Riiegg et al., 2003 [96]........... 24

Figura 6. Las proteinas de adhesion focal son expresadas en espermatozoides del
cobayo. (A) Para la deteccion de proteinas de adhesion focal en los espermatozoides del
cobayo, 100 ug de extractos de esperma se resolvieron mediante SDS-PAGE, se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa y las proteinas fueron detectadas usando
anticuerpos especificos. (1) Integrina 1, (2) paxilina, (3) FAK, (4) vinculina, (5) a-actinina,
y (6) talina. (B) Ensayos de inmunocitoquimica se realizaron para determinar la
localizacion de las proteinas de adhesion focal en los espermatozoides del cobayo. Los
paneles de la izquierda corresponden a la localizacion dfe la Integrina 1, paxilina, FAK,
vinculina, a-actinina, y talina. Los paneles de la derecha corresponden a imagenes de

campo claro. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes. 42

Figura 7. Paxilina co-localiza con FAK vy integrina- 1. Para determinar la posible
interaccion de paxilina con FAK e integrina-f1, se llevaron a cabo ensayos de co-

localizacion. La co-localizacion de paxilina (azul) con FAK e integrina-B1 (rojo) fue
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visualizada mediante ensayos inmunocitoquimicos en espermatozoides fijados en
formaldehido. Las imagenes de co-localizacion (rosa) y de contraste de fases (CF) son
mostrados. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes ... 44

Figura 8. Talina y vinculina estan asociados con el complejo de adhesion focal durante la
capacitacion. (A) Estudio de co-localizacion de vinculina y talina (rojo) con paxilina (azul)
visualizada mediante ensayos inmunocitoquimicos en espermatozoides no capacitados
(NC) y capacitados (Cap). Se incluyen las imagenes de superposicion (rosa) y de contraste
de fases (CF). Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes.
(B) Ensayos de co-inmunoprecipitacion de paxilina con las proteinas de adhesion focal de
esperma de cobayo no capacitados y capacitados, utilizando el anti- anticuerpo anti
paxilina. Las proteinas precipitadas fueron separadas por SDS-PAGE y se realizaron
inmunoblots utilizando los anticuerpos anti-paxilina, anti-FAK, anti- Integrina- B, anti-
vinculina, anti-talina y anti-a-actinina. La imagen es representativa de cinco experimentos
independientes. (C) Andlisis densitométrico de la co-inmunoprecipitacion de las proteinas
de adhesion focal (media + S.E.M. n = 3 experimentos independientes). (D) Inmunoblot
que muestra que la cantidad de vinculina, talina, y a-actinina no cambian durante la

capacitacion. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes.47

Figura 9. La fosforilacibon de FAK y paxilina aumentan durante capacitacion. Para
determinar el estado de fosforilacion de FAK vy paxilina, extractos totales de
espermatozoides capacitados de cobayos (0-90 min) se sometieron a SDS-PAGE vy se
analizaron por inmunoblot. (A) Panel superior: FAK fosforilada detectada con el anticuerpo
anti-p-FAK (Tyr397). Panel inferior: FAK total detectada con anticuerpo anti-FAK. (B)
Aumento de p-FAK durante la capacitacion (media * s.e.m., N = 3 independiente
Experimentos). (C) Panel superior: p-paxilina detectada con anti-p-paxilina (Tyr118); panel
inferior: paxilina total detectada con anticuerpo anti-paxilina. (D) Aumento de la p-paxilina
durante la capacitacion (media + s.e.m., N = 3 experimentos independientes). (E) Panel
superior: Inmunoblot mostrando el efecto de PF-573228 sobre la fosforilacion de FAK
(Tyr397) y paxilina (Tyr118) detectada con los respectivos anticuerpos anti-fosfosfatos.
Panel inferior: FAK total y paxilina detectada con los anticuerpos anti- FAK y anti-paxilina.

Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes............cccc...... 50
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Figura 10. Aumento de la fosforilacidon de FAK y paxilina en la regién del acrosoma y en
la pieza media durante la capacitacion. Para determinar en qué region subcelular la
fosforilacion aumenta durante la capacitacion, espermatozoides de cobayo fueron
capacitados (15-90 minutos) y fijados con formaldehido y la fosforilacién se analizd
utilizando un anticuerpo anti-p-FAK (Tyr397) o anti-p-paxilina (Tyr118). Para determinar si
la tincidbn fue especifica, los espermatozoides se trataron con PF573224 (PF). Las
imagenes de la derecha corresponden a la Imagenes de contraste de fase. Las imagenes
son representativas de tres experimentos independientes...........ccccceeeeeeeciiiiieieeee e, 51

Figura 11. Efectos de PF573228 y Latrunculina-A en la capacitacion y la RA. Los
espermatozoides de cobayo fueron capacitados a diferentes tiempos en presencia de Los
inhibidores de FAK [PF573228 (PF)], inhibidor de la polimerizacion de actina [Latrunculina-
A (Lat- A)], o el inhibidor de la PKA (H89) a las concentraciones indicadas. (A) Para la
deteccion de p-Tyr, 100 pg de los extractos de esperma completo se resolvieron por SDS-
PAGE, transferidos a membranas de nitrocelulosa, y las proteinas fueron detectadas
usando un anticuerpo especifico contra p-Tyr. La imagen representa cinco experimentos
independientes de cada tratamiento. (B) El andlisis densitométrico de la p-Tyr aumenta
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Figura 13. Efecto de PF573228 sobre la fosforilacibn en residuos de tirosina. Los
espermatozoides se incubaron bajo condiciones de capacitacion en presencia o ausencia
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capacitados. B) espermatozoides incubados en presencia de PF573228 (5 uM). Las
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Figura 14. Efectos de PF-573228 y Latrunculina-A en la capacitacion y la RA. Los
espermatozoides de cobayo fueron capacitados en diferentes momentos en presencia del
inhibidor de FAK PF-573228 (PF) y deLatrunculina-A (Lat- A) a las concentraciones

indicadas. Para determinar el efecto de PF573228 o Lat-A en la RA, espermatozoides

XXi



capacitados fueron incubados en presencia de estas drogas. La RA fue evaluada en
espermatozoides capacitados en presencia o ausencia de Ca®* (media + s.e.m., N = 3
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y no tratadas Los espermatozoides capacitados en ausencia del inhibidor después de 60
min de capacitacion mostraron un 96.33% + 0.84 (media + s.e.m., N=3) de viabilidad,
mientras que los espermatozoides capacitados en presencia de 10 uM de PF573228, la
concentracion mas alta probada, fue de, 95.67%+1.46 (media + s.e.m., N=3), una

diferencia N0 SIGNIfICALIVA. ........c.ueiiiiiiiie e 89

Figura Suplementaria 4. Determinacion de la concentracion de PF5732228. Los
espermatozoides fueron capacitados en medio MCM-PL en presencia de diferentes
concentraciones de PF573228 (0.5-10 um) y la ra fue cuantificada. EI maximo efecto se
observo entre 10S 2.5y 5 um de PFS73228........cooiiiiiii e 90

XXiv



1 INTRODUCCION

El paso de los espermatozoides a través del tracto reproductor femenino esta regulado
para maximizar las probabilidades de fertilizacién y asegurar que los espermatozoides
con morfologia normal y movilidad vigorosa sean los que tengan éxito en la
fecundacion. Los ovocitos son fecundados, por lo general, pocas horas después de la
ovulacién [1, 2]. En algunas especies, el esperma puede almacenarse por un dia
(caballos, vacas y cerdos) o incluso por meses (algunas especies de murciélagos)
antes de la llegada de los ovocitos. En los seres humanos, hay evidencia de que la
fertilizacion se produce cuando el coito tiene lugar hasta cinco dias antes de la
ovulacion [3].

Debido a que los espermatozoides son células diferenciadas terminales, carentes de
una transcripcion activa y de un equipo de traduccion, deben sobrevivir en el aparato
reproductor de la hembra sin el beneficio de los mecanismos de renovacion de
proteinas disponibles que tienen muchas otras células. Los espermatozoides son
sometidos a esfuerzos fisicos debido a que ellos se desplazan en un medio
viscoelastico durante la eyaculacion y en la entrada al cérvix, también son sometidos
a contracciones del tracto femenino, y también pueden soportar dafio oxidativo. Debido
a que los espermatozoides son alergénicos para la hembra, se enfrentan con las
defensas del sistema inmunoldgico destinadas a organismos infecciosos [4]. Por lo que
el esperma debe utilizar sus escasos recursos para mantener su potencial fertilizante

frente a las numerosas dificultades. Asi, de millones de espermatozoides inseminados



en el coito, s6lo unos cientos llegan a las trompas de Falopio y, normalmente, sélo un

espermatozoide fertiliza un 6vulo.

1.1 Capacitacion

En general los espermatozoides eyaculados no poseen la habilidad de fecundar al
ovulo, aunque sean mdviles y morfolégicamente maduros. Es conocido que los
espermatozoides requieren de un periodo de tiempo finito en el aparato reproductor de
la hembra, o in vitro bajo ciertas condiciones muy especificas, para que adquieran la
capacidad de fertilizar al ovulo. Chang [5] y Austin [6] definieron este tiempo como
capacitacion. Mas tarde Yanagimachi [7] precis6 que los espermatozoides deben
presentar una serie de cambios, bioquimicos, fisioldgicos y estructurales, que les
permite llevar a cabo la reaccién acrosomal para, posteriormente, fecundar al 6vulo.
Algunos de los cambios que se presentan durante la capacitacion son: en la
composicion y fluidez de la membrana plasmatica por sustraccion del colesterol,
redistribucion y/o aparicion de proteinas en la superficie espermatica, incremento del
Ca?* intracelular, incremento del pH citoplasmatico, activacién de canales iénicos,
generacion de especies reactivas de oxigeno y aumento de proteinas fosforiladas en
residuos tirosina [8, 9]. Durante la capacitacion se ha observado también un cambio
en el patrén de movilidad de los espermatozoides, a este proceso se le denomina
hiperactivacion y se caracteriza porque el movimiento del flagelo es muy amplio,
asociado con un batido asimétrico y que le permite a los espermatozoides atravesar

las envolturas del 6vulo [10].



Aunque la capacitacion esperméatica no es especifica del sitio, el ambiente uterino
puede activarla, el 6rgano principal en donde se realiza la capacitacion es el oviducto
[12, 13]. Durante la capacitacién se combinan eventos secuenciales y paralelos, que
se producen tanto en la cabeza del espermatozoide (preparacion para la reaccion
acrosomal), como en el flagelo (movilidad hiperactivada). Estos eventos han sido
divididos en tempranos y tardios: 1) Los tempranos estan relacionados con la sus-
traccion de colesterol de la membrana, el aumento de su fluidez, asi como el
incremento en la concentracién intracelular de Ca?* y HCOs'y la hiperpolarizacion de
la membrana plasmatica; y b) Los eventos tardios provocan los cambios en el patron
de movilidad, el batido flagelar es mas vigoroso y asimétrico (movilidad hiperactivada),
la capacidad para llevar a cabo la reaccion del acrosomal es estimulada por un
agonista fisiologico, y la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina. Ambos se
regulan por la activacion de la via AMPc/PKA [14, 15]. También ocurren modificaciones
post-traduccionales a través de la fosforilacion de proteinas en residuos de
serina/treonina (Ser/Thr) y/o tirosina (Tyr) cinasas (PKs) y/o la desfosforilacion de
estos residuos por fosfatasas (PT), las que tienen un papel central en muchos
procesos espermaticos [14, 15].

Aunque la capacitacion normalmente se produce en el tracto genital de la hembra,
también se puede lograr in vitro mediante la incubacion de los espermatozoides en
medios de cultivo apropiados que imitan las condiciones fisiologicas. Entre ellos se
encuentran los lavados con albumina, lavados en gradientes de densidad o

simplemente centrifugacién e incubacién en un medio rico en Ca?*y HCO3 [16].
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Figura 1. Principales eventos que ocurren durante la capacitacion. Cambios en la fluidez de la
membrana por la salida de colesterol de la membrana plasmatica, por lo que hay un cambio en
el potencial de membrana, también hay una remodelacion de los lipidos de la membrana (PL),
activacion de las fosfolipasas (PLA y PLCy), entrada de los iones calcio Ca?* y bicarbonato
(HCOzy), fosforilacion de proteinas asociado con la capacitacion por laentradade (HCOg) el cual
activa la enzima adenilato ciclasa (AC) con un incremento de AMPc y la subsecuente activacion
de la proteinacinasa A (PKA). La activacion de la PKA activa la fosforilacion de tirosinas cinasas
(TK). Otro modulador fisiolégico de la fosforilacién de tirosinas durante la capacitacion son las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y 6xido nitrico (NO). También es registrado un aumento en
la produccion de ATP que es necesario para que se lleve a cabo la hiperactivacion flagelar.
Modificado de Kate et al [11]



La composicion del medio para capacitar a los espermatozoide in vitro varia de
acuerdo con la especie pero, cominmente, estos contienen iones Ca?" y HCOsg,
sustratos energéticos (piravico y lactato) y albamina [17]. Ademas, para algunas
especies es necesario incluir un agente capacitante, por ejemplo, taurina o hipotaurina

para el esperma de hamster o heparina para esperma de bovinos [17].

1.2 Reaccion Acrosomal

La reaccién acrosomal (RA) es un tipo de exocitosis regulada que requiere de una
sefal extracelular para que se lleve a cabo, ésta es el aumento de la concentracion de
iones calcio (Ca?*). También necesita nucledtidos enddégenos y exdgenos, asi como
calmodulina y la remodelacion del citoesqueleto de actina [145]. Generalmente se lleva
a cabo la fusion y fenestracion de la membrana plasmatica con la membrana
acrosomal externa lo cual comienza en el segmento principal del acrosoma y contindia
hacia el segmento ecuatorial. La RA en el segmento ecuatorial también involucra la
fusion de la membrana plasmatica con la membrana acrosomal externa, lo que
mantiene la integridad celular. Este proceso se puede producir durante el contacto del
espermatozoide con la matriz extracelular del ovocito (cumulus oophorus) o con la
zona peldcida [18] y desencadena la liberacion de las enzimas acrosomales que
degradan las envolturas del évulo, lo que favorece el paso de los espermatozoides a
través de la zona pellcida. Como consecuencia se expone la membrana acrosomal
interna como el nuevo dominio de membrana en la superficie celular, y adquiere la
capacidad fusogénica de la membrana plasmatica sobre el segmento ecuatorial y post-

ecuatorial del espermatozoide [19, 20] (Fig. 2). Una vez que se exponen nuevos



dominios en la region ecuatorial, el espermatozoide esta listo para fusionarse con la
membrana plasmatica del ovocito.
Hay evidencias que sefialan que la RA in vivo comienza con la estimulacion de un
agonista natural como es la progesterona o la glicoproteina ZP3 de la zona pelucida
(ZP). Este estimulo provoca una entrada de Ca?* al espermatozoide. Por otro lado, se
sabe que es posible inducir la RA in vitro con el ion6foro A23187, el cual provoca la
entrada masiva de Ca?*. La RA también puede ocurrir espontaneamente, y es posible
inducirla in vitro [23]. Se ha propuesto un modelo en el que intervienen ATPasas de
las membranas cuya funcién es mantener niveles bajos de Na*y Ca?* y niveles altos
de K*. También es inducida por agentes fusogéenicos como la lisofosfatidilcolina en
presencia de Ca?* [19, 21]. También se han identificado moléculas, como &cido
gamma-aminobutirico (GABA), que estarian presentes en el Gtero y también tendrian
una funcion en la induccion de la RA [22].
1.3 El papel del Citoesqueleto de Actina en la Capacitacion y la
Reaccion Acrosomal
Uno de los eventos importantes que suceden durante la capacitacion es la
polimerizacién del citoesqueleto de actina, evento que ha sido involucrado enla RA'y
la movilidad espermatica. Se ha sugerido que la polimerizacion de actina tiene
diferentes funciones para los espermatozoides. Durante la capacitacion se estructura
una barrera de filamentos de actina entre la membrana plasméatica (MP) y la membrana
acrosomal externa (MAE) que acopla a ambas membranas para su futura fusion [24-

26]. Adicionalmente, esta barrera funciona como un andamio que sujeta a la MP



proteinas de sefalizacion como la fosfolipasa C (PLC) [24]. El incremento de la
polimerizacidon de actina también esta directamente relacionado con el desarrollo de
la hiperactivacion [27-29] y es esencial en la migracion de proteinas fundamentales

para la interaccion espermatozoide-6vulo, como la proteina Izumo [30].
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Figura 2. Reaccién del acrosoma en el espermatozoide humano. |. Espermatozoide con el
acrosoma intacto (no reaccionado). Il. Reaccién del segmento principal (SP) del acrosoma:
fusién de lamembrana acrosomal externa (MAE) y la membrana plasméatica (MP) en el segmento
principal del acrosoma. lll. Reaccién acrosémica en el segmento ecuatorial (SE). IV.
Espermatozoide con reaccién acrosdémica del segmento principal y ecuatorial. La membrana
acrosémica interna se continda con la membrana plasmatica del segmento postecuatorial.
Tomado de del Rio et al., 2007 [23].

La polimerizacion de actina durante la capacitacion no solo implica el incremento de
filamentos de actina, también conlleva la remodelacion del citoesqueleto de actina, es

decir que este cambia su localizacion o se acumula en sitos especificos de los



espermatozoides. Por ejemplo, se ha observado polimerizacion de actina en la region
postacrosomal y el segmento ecuatorial de los espermatozoides de cobayo [31, 32] y
en la region apical del acrosoma en espermatozoides capacitados de cobayo, cerdo,
bovino y carnero, formando una diadema sobre el acrosoma [32-35]. Lo anterior
sugiere que el citoesqueleto de actina formado en la region acrosomal esta relacionado
con mantener estructurado al acrosoma y que no suceda tempranamente la RA, como

lo ha sugerido Spungin et al [24].

Tres vias de sefalizacion han sido involucradas en la polimerizacion de actina durante
la capacitacion: 1) Cdc42/Profilina/ARP2/3 [32, 36]; 2) RhoA/PKC/PLD [37, 38]; 3)
PKA/proteina Rho (A, B o C)/ROCK-1/PAK/LIMK-1 o -2/Cofilina [39, 40].
Interesantemente, en las tres vias, las proteinas Rho tienen un papel preponderante,
pero solamente RhoA y Cdc42 se han relacionado con la polimerizacion de actina y
con su participacion en los procesos espermaticos como la capacitacion, la RA o la

movilidad [29, 40, 41].

1.4  Transporte y Sobrevivencia Esperméatica

El tracto genital femenino no es favorable para la sobrevivencia espermatica, el transito
se realiza mediante una combinacién de la movilidad espermatica propia y los
movimientos peristalticos del tracto reproductivo de la hembra [42]. En el eyaculado
hay entre 250-500 millones de espermas por mililitro en especies como el verraco, el
caballo, y el perro en el caso del ser humano el valor normal actualmente es de 15
millones por cada mililitro de eyaculado o 39 millones en la totalidad de la muestra. A

un hombre se le considera infértil o subfértil si produce menos de cinco millones de



espermatozoides por mililitro, condicion que afecta a uno de cada 20 hombres, y de
estos solo unos cientos llegan a las trompas de Falopio y normalmente solo uno fertiliza
al 6vulo [147]. En la vagina diferentes factores dafian a los espermatozoides: las
defensas del cuerpo, asi como el &cido (pH 5.0) producido por los lactobacilos
anaerobios que se alimentan del glucégeno que se encuentra en las células epiteliales
vaginales. Posteriormente, los espermatozoides nadan de la vagina hacia el canal
cervical, donde se encuentran con el moco cervical, producido bajo la influencia de los
estrogenos, este moco es muy hidratado y esta compuesto por mucopolisacéridos y
glicoproteinas [43]. El moco cervical cumple la funcion de una barrera fisiologica para
los espermatozoides, dependiendo de su viscosidad, ya que la microarquitectura del
Moco muestra que es compacto [44]. Enseguida, los espermatozoides que han logrado
atravesar este moco se dirigen al utero. Se sugiere que el Utero ayuda al transporte
del espermatozoide por contracciones del miometrio, durante el periodo periovulatorio
[45, 46]. Este transporte rapido a traves del Utero puede mejorar la sobrevivencia de
los espermatozoides propulsandolos mas alla de las defensas inmunoldgicas de la
hembra. Los espermatozoides que han logrado llegar hasta aqui se dirigen y se
distribuyen en las dos trompas uterinas u oviductos. El lumen de la union uterotubal
(UTB) es muy estrecho y se puede llenar con moco viscoso que pueden impedir el
avance de los espermatozoides (revisado por Suarez, 2016 [10]). El paso por la UTB
es uno de los mecanismos principales de seleccién, ya que sélo es atravesada por
esperma que presenta movilidad progresiva y lineal con una composicion bioguimica
determinada a nivel de membrana [47, 48]. La integridad molecular de la superficie del
espermatozoide es determinante para su entrada a la UTB. Por tanto la capacitacion
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que produce modificaciones en la membrana plasméatica disminuye la habilidad del
espermatozoide para llegar al oviducto y unirse a las células del istmo [49]. Se ha
determinado que aproximadamente el 70% de los espermatozoides en la UTB estan

en un estado no capacitado o de baja capacitacion [50].

1.5 El Reservorio Oviductal

Los espermatozoides que pasan la unién UTB entran a las trompas, y en la region del
istmo se adhieren a las células epiteliales de las criptas oviductales y forman un
reservorio en la porcion caudal del oviducto durante el periodo pre y peri-ovulatorio
[51, 52] (Fig. 3). Este reservorio fue descubierto en el hamster por Yanagimachi y
Chang [53] y mas tarde se encontro en gran variedad de mamiferos, como conejos
[54], porcinos [55], ovinos [56] y bovinos [57]. Una vez que los espermatozoides llegan
al reservorio, se mantienen ahi hasta el momento de la ovulacién, que puede variar de
36 a 48 horas dependiendo del momento del ciclo estral [57], situandose tanto en el
lumen como unidos al epitelio oviductal, principalmente a las células ciliadas [58]. El
reservorio oviductal tiene un caracter multifuncional: primero selecciona a los
espermatozoides con mejor morfologia, modula la capacitacion espermatica, mantiene
la viabilidad del gameto masculino y sincroniza el tiempo de maduracion espermatica

con el momento de la ovulacién [59].

La unién con las células oviductales permite que un namero adecuado de gametos
viables y fértiles estén disponibles para la fecundacion en el momento que tiene lugar
la ovulacion y, por otro lado, reduce el riesgo de polispermia, al permitir que un nimero

reducido de espermatozoides asciendan en conjunto hasta el lugar de fecundacion.
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La adhesién de los espermatozoides al oviducto juega un papel clave en la seleccién
de subpoblaciones, ya que Unicamente pueden unirse al mismo espermatozoides con
acrosoma intacto [60, 61], en estado no capacitado o de baja capacitacién [49, 62],
con bajo contenido de Ca?* intracelular, bajos niveles de proteinas fosforiladas en
residuos tirosina [63], con morfologia normal [64] y con estructura normal de la
cromatina [65]. Esto indica que, in vivo, el reservorio selecciona a los espermatozoides
con mejor calidad y los mantiene vivos y con bajos niveles de capacitacién, hasta el
momento en el que las sefales asociadas con la ovulacion desencadenan su liberacion

para lograr una fecundacion exitosa [66].

Union Uterotubal
~Nucleo oocito

— Cuerpo polar

7 — Zona pelGcida

. ~Cumulos ooforus
Endometrio

Criptas Oviductales

Figura 3. Esquema de la region del istmo. En el istmo se observan las criptas lugar donde los
espermatozoides se unen al epitelio. También se muestra el orden de los procesos por los que
pasa el espermatozoide en el tracto reproductor de la hembra: 1) Activacion, 2) Capacitacién, 3)
Hiperactivacién, 4) Reconocimiento entre gametos, 5) Reaccion acrosomal, 6) Adhesién y 7)
Fusion. Tomado de Olivera et al [148].
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La vida fértil del espermatozoide varia de acuerdo con la especie, segun Bedford [67]
la clasific6 en tres grupos, de acuerdo con la relacion entre la vida util del

espermatozoide y del ovocito.
1) Especies roedoras, la vida util es de 12 al5h

2) Los rumiantes y el cerdo, la vida util del espermatozoide es de 24 a 48h siendo

un poco mas extensa que la de los ovocitos (8-20h)

3) En el conejo, visén y caballo, los espermatozoides tienen una vida Uutil
considerablemente mas larga que los ovocitos de 6 a 8h, de 30 a 36h y de 20h,

respectivamente.

1.6 Mecanismo de Adhesion al Epitelio del istmo

Diferentes moléculas han sido relacionadas con mediar la interaccion de los
espermatozoides con el epitelio del istmo, entre las que encontramos a una familia de
proteinas denominadas como espermadhesinas: AQN1 y DQH para cerdo, PDC-109
(heparin bovine protein) y BSP (bovine seminal protein) en bovinos, asi como E-
cadherina en espermatozoides de humano, y cuyos receptores en la superficie del
epitelio son anexina-1, -2, -4, -5 y E-cadherina, respectivamente [61, 68]. Diferentes
experimentos muestran que la adicion de estas proteinas a explantes del epitelio
oviductal inhibe de manera dependiente de concentracién la adhesion de los
espermatozoides [68-70]. Sin embargo, no se ha reportado que estas moléculas
induzcan vias de sefializacién al interior de los espermatozoides o estén relacionadas

con el incremento de la sobrevivencia espermatica.
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1.7 Las Integrinas en la Adhesion Celular

Las integrinas son una gran familia de receptores celulares de superficie que se
encuentra en muchas especies de animales. Esta familia esta constituida por dos
subunidades polipeptidicas transmembranales denominadas cadenas a y B y tienen
dos funciones principales: 1) La adhesién célula-célula, asi como la adhesion de
células a proteinas de la matriz extracelular (ECM); y 2) La transduccion de sefiales,
las integrinas tienen la capacidad de transmitir informacion en ambas direcciones a
través de la membrana plasmatica [71, 72]. Sin embargo, también estan implicadas en
muchas otras funciones bioldgicas, incluyendo patrullaje inmune, la migracion celular
y la union a las células de ciertos virus.

Las integrinas se dividen en varias subfamilias, dependiendo de la cadena B que
poseen, la cual puede asociarse en una forma restringida con las cadenas a. Hasta el
momento, se han identificado 18 cadenas a y 8 cadenas [, las cuales dan lugar a 24
integrinas diferentes (Tabla 1). Las cadenas a de las integrinas corresponden a
glicoproteinas cuya masa molecular (120 -180 kDa) es mayor que el de las cadenas 3
(90-110 kDa), con las que se asocian en forma no covalente. El extremo amino terminal
es pequefio (de 30 a 50 aminoacidos), estas cadenas poseen 7 u 8 regiones
homélogas (dominios tipo Integrina), de las cuales 3 o 4 pueden unir cationes
divalentes como el Ca?*, Mg?* y el Mn?*. Los dominios tipo integrina ejercen un papel
clave en la funcién adherente de la integrina, ya que influyen directamente sobre su
conformacion, estabilizando la conformacion extendida de alta afinidad. Las cadenas

B son glicoproteinas transmembranales que poseen regiones muy conservadas en la

13



porcion extracelular, y parecen formar parte del sitio de interaccion con el ligando.
Estas cadenas también poseen regiones ricas en cisteina, a partir de las cuales se
forman puentes disulfuro intracatenarios, uno de ellos con la region amino terminal de
la cadena polipeptidica. El sitio de combinacién con el ligando esta formado por
regiones de las dos cadenas polipeptidicas, aunque la especificidad de la interaccidn
con el ligando esta determinada principalmente por la cadena a. La afinidad por un
ligando especifico depende del tipo de combinacién y del ambiente que rodea a la
célula. De acuerdo con su funcién las integrinas son divididas en tres grupos
principales: 1) Integrinas de adhesion célula-célula; 2) integrinas vasculares; y 3)
integrinas de adhesion célula matriz extracelular [74]. Las integrinas que tienen la
subunidad B1 constituyen la mayoria de los receptores para los componentes de la

matriz extracelular.

1.8 Activacion de las Integrinas

La unién de las integrinas con sus ligandos las activan y las regulan alostéricamente,
de tal manera que el dominio intracelular y extracelular de ambas subunidades sufren
cambios conformacionales [76]. Existen varios estados de activacion donde el ligando
y la estabilizacion de la union esta relacionado con el estado de activacion del receptor.
Con excepcion de las células hematopoyéticas circulantes, las células tienden a
mantener a las integrinas en una conformacién inactiva, la mayoria de las células
expresan tanto la forma activa como la inactiva. En la conformacién inactiva (de baja
afinidad para los componentes de la MEC), las subunidades a y B estan en una forma

cerrada, esto es con las cabezas dobladas en direccién a la membrana plasmatica.
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Se ha descrito que cuando se liberan a la membrana plasmética de la célula, los
dimeros de integrina recién sintetizados se encuentran en la conformacion "doblada”
lo cual les impide interactuar con sus ligandos (Fig. 4) [149, 150]. La conformacion de
alta afinidad se da cuando el ligando se une y provoca cambios estructurales. La union
al ligando causa desplazamiento de residuos dentro del sitio de union al ligando y
promueve rearreglos estructurales fuertes del ectodominio que, en Ultima instancia,
causan la separacion de los tallos intracelulares [72, 76]. Esta separacion parcial
facilita la formacion de las adhesiones focales y complejos de sefializacion requeridos
para efectos rio abajo [72, 77]; estos rearreglos activan la union de la integrina e
incrementan su afinidad por el ligando. Los movimientos dentro de la region
transmembranal del dimero promueven la extension del dominio extracelular lo cual
conduce a un incremento en la avidez por el ligando, lo que resulta en la conformacion
abierta o de alta afinidad. Esta conformacion puede ser disparada por la union a
componentes de la MEC al dominio extracelular de la integrina (sefializacion de afuera
hacia adentro) o por asociacion de talina o kindlinas en el dominio citoplasmatico de la
subunidad B de la integrina, en respuesta a una sefal intracelular (sefializacion de
adentro hacia afuera) [77]. Los cambios conformacionales de las integrinas son
dinamicos y estan en un constante equilibrio entre las conformaciones inactivas y
activas. Esta caracteristica funcional de las integrinas contrasta con la de otras
moléculas de adhesion celular, por ejemplo; las cadherinas, las que, en condiciones
fisiol6gicas, poseen una avidez alta y constante por su ligando, lo cual tiene como

consecuencia que las interacciones celulares mediadas por éstas sean, en general,
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TABLA 1 LIGANDOS DE LAS INTEGRINAS

Ligandos Integrinas
Sialoproteina del hueso avfBs, avpBs
Molécula de adhesién L-1  aVBz
Candida albicans aMB2

Colagenos a9bl, a5bl
Condroadherina
Citotactina/tenascina-C
E cadherina

Factor X

Fibronectina a
Fibrinogeno

Invasina

Laminina

Vinculina

Vitronectina

Factor von Willebrand
Fertilina

Factor +/-Plasmindégeno
Trombospondina
VCAM-1
Metaloproteinasa-2

ICAM-2,3,4,5

a1f1, azP1, a11B1, allbBs, a10B1, asPu,

a10B1

a8B1, a9B1, aVB3, aVp6

aER7

aMB2
a3B1,a4B1,a4p7,a5p1,a8B1,aVpR1,aVR3,aVR5,aVB6,aVE8,allb3
a5Bp1,aMB2, aVR3, aXp2, allbB3, aVp1l

a4B1, a5p1, a6p1,

alBl, a2p1, a6p1, a7p1, a6p4, a3B1, a9Bl, alOpl
al11p1

aVp1, aVvp3, aVvps, allbp3, a8B1

aVpB3, allbp3

a6p1

aVp3

a3p1, aVB3, allbB3, a4pB1

a4B1, a4p7

04B1, a4p7

aLB2, aDB2

Tomado de Plow et al., 2000 [73].
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estaticas y no relacionadas con movilidad celular [78].

Los primeros analisis funcionales y estructurales de las integrinas han permitido definir
las secuencias de reconocimiento del ligando mediante el empleo de péptidos que se
han deducido de las secuencias de aminoacidos de las proteinas de la matriz
extracelular [79]. Un ejemplo prototipo es la secuencia RGD (tripéptido formado por
Arg-Gly-Asp), identificada originalmente como el motivo de la fibronectina y que ahora
se conoce como zona de reconocimiento de multiples ligandos. Otros estudios han
demostrado que la especificidad en el reconocimiento del ligando por parte de la
integrina esta reducida a pequefias secuencias peptidicas. Asi, tan importante como
la secuencia RGD, es el contexto estructural en el que se encuentra y el tipo de

residuos de aminoacidos que la flanquean [73].

La activacion de afuera hacia adentro regula muchos procesos celulares, como
migracion, proliferacion, expresion génica, al receptor de sefializacion de la tirosina
cinasa y sobrevivencia [80, 81]. Por el contrario, los cambios en el medio intracelular
pueden alterar la unidon de integrinas a sus ligandos a través de la sefializacion de
adentro hacia afuera. A pesar de cierta controversia sobre los detalles, ahora es
ampliamente aceptado que la unién de las proteinas citoplasmaticas talina-1y -2 (TIn1,
también conocido como KIND1-KIND3) a la cola citoplasmatica de la subunidad B de
la integrina son cruciales para la activacion de las integrinas [77]. Una vez que se
activan las integrinas, los eventos intracelulares convergen en su dominio

citoplasmatico. Las integrinas no tienen una actividad intrinseca de cinasa, pero sirven

como un sitio de unioén para varias cinasas y proteinas adaptadoras relacionadas con
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Sefalizacién de fuera a adentro

Baja afinidad /" lieande Alta afinidad
Conformacioén Cerrada ' Conformacidn abierta

/ I ligando

SHERAH: 0 PR
a

Unidn al ligando Unién de Talina o
kindlina

Unidn de Talina o
kindlina

Unién al ligando

Sefalizacidn de dentro hacia afuera

Figura 4. Representacion esquematica del estado conformacional las integrinas. Las integrinas
muestran 2 estados conformacionales: El inactivo y el activo. El inactivo (es decir, baja afinidad
para componentes ECM) las subunidades a y B estan con la cabeza inclinada hacia la membrana
plasmética y la unién por ejemplo de SHARPIN o MDGI (a las subunidades), O ICAP1 o filamina
(a las subunidades) al dominio citoplasmico de integrinas estabiliza el heteré6mero de Integrina,
en su conformacion de baja afinidad. La conformacion de alta afinidad requiere de la extension
del dominio extracelular y la separacién de las subunidades a y B resultando en la conformacion
lamada de cabeza abierta y extendida. Esta conformacidon es disparada por la unién a
componentes de la MEC en el dominio extracelular llamada sefializacion de afuera hacia adentro,
0 por asociacién de talina y kindlnas con el domino citoplasmatico de las subunidades 8 en
respuesta a una sefial intracelular lo cual es TIn2) y de las kindlinas (los miembros de la familia
fermitina 1-3, FERMT1-FERMTS3; llamado sefializacién de adentro hacia afuera como se muestra
en el centro de la figura. Tomado de Pouwels et al., 2012 [77].
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la formacion de las adhesiones focales. El dominio citoplasmatico de la subunidad
es el primer sitio de contacto para la formacién de las adhesiones focales, donde
proteinas adaptadoras conectan a las integrinas con el citoesqueleto, cinasas

citoplasmica y receptores de factores de crecimiento [76, 82].

1.9 Adhesiones Focales

Las adhesiones focales (AFS) son complejos macromoleculares asociados a la
membrana que sirven para conectar fisicamente el citoesqueleto de actina a través de
integrinas con la MEC que la rodea. Las AFS maduran crecen y cambian su
composicion diferencialmente, esto para proporcionar la traccion y la transduccion de
las sefiales que dirigen la migracion celular y que es crucial para diversos procesos
biologicos, incluyendo el desarrollo, la cicatrizacion de heridas y la metastasis del
cancer [146]. Las AFS forman redes de sefalizacion relacionadas y modulan
dinamicamente la fuerza de vinculacion entre las integrinas y la actina, lo cual controla

la organizacion del citoesqueleto de actina.

La adhesion celular tiene dos funciones la traccion y la transduccion. La traccion se
genera vinculando el sustrato extracelular de flamentos de actomiosina y organiza las
redes de sefializacién que regulan la migracién y otros procesos celulares incluyendo
proliferacion, expresion de genes, y la sobrevivencia de las células. La vinculacién
entre la matriz extracelular y la actina se ha conocido durante mas de 30 afios basado
en estudios de microscopia electronica y de fluorescencia [146]. Aungue varias
moléculas estan implicadas, los vinculos moleculares precisos que se forman entre la

integrina y el citoesqueleto de actina siguen sin estar del todo claros. Los candidatos
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mas probables a incluir son: talina, vinculina y a-actinina. Fuerzas celulares de
transmision al sustrato a través del sistema de enlace de la integrina-actina tiene un
profundo efecto sobre la migracién celular. Por un lado, regulan la tasa de
protuberancia, mientras que, en la ausencia de una adhesion, hay resistencia de la
membrana para la polimerizacion de actina en el frente de migracion, lo que llevaria a
un flujo retrégrado de actina [85]. Ademas, la maduracion de las adhesiones y las

sefiales generadas por la misma, estan reguladas por tension en la adhesién [86].

1.9.1 Formacion de las Adhesiones Focales
Cuando las integrinas se unen a ligandos de la MEC se agrupan en la membrana a
través de la unién de talina, kindlina o paxilina, lo que activa el dominio 3. Este es el
primer evento en la formacion de los contactos de adhesion focal. Inmediatamente
después, las integrinas se agrupan y proveen sitios de union a moléculas del
citoesqueleto como talina y a-actinina, que a su vez interaccionan con proteinas unidas
al citoesqueleto como vinculina, tensina y actina, promoviendo la reorganizacion de los
filamentos de actina en fibras grandes de estrés, esto causa que mas integrinas se
agrupen, incrementando asi la union a la matriz y la organizacion por integrinas en un
sistema de retroalimentacion positiva. Como resultado, las proteinas de la matriz, las
integrinas y las proteinas del citoesqueleto se ensamblan en agregados en cada lado
de la membrana, conocidos como adhesiones focales y contactos con la MEC [76,
82]. La asociacion de talina con vinculina promueve el crecimiento de la adhesién focal
mientras que el entrecruzamiento de vinculina con actina a través de talina provee una

adhesion estable [72].
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En estos complejos moleculares, la cinasa de adhesion focal FAK (FAK: Focal
Adhesion Kinase) es reclutada en las adhesiones focales nacientes debido a que
interactua con el tallo citoplasmatico de la subunidad (3, ya sea directamente o a través
de proteinas del citoesqueleto como talina y paxilina [83]. En estos complejos también
se asocia la proteina cinasa C (PKC: Protein Kinase C). Ambas cinasas, FAK y PKC,
generan cascadas de sefializacion celular que dirigen fendmenos como la
reorganizacion del citoesqueleto o la induccién de genes. Estas sefiales pueden tener
efecto sinérgico o antagoénico con rutas activadas por otros receptores celulares,
produciéndose procesos de integracion de sefiales que convergen en puntos comunes
y, finalmente, resultan en respuestas de activacion, proliferacion, diferenciacion o
muerte celular. La destruccion de las adhesiones focales evita la adhesion celular

mediada por integrinas, y dafia la movilidad celular y la migracion [84].

1.9.2 Contactos Focales, FAK y Sobrevivencia Celular
Como ya se menciono, las adhesiones focales son complejos macromoleculares de la
membrana, sirven para conectar fisicamente el citoesqueleto de actina a través de
integrinas con la MEC que la rodea. [82, 85]. La cara interna de la membrana celular
se conecta con las mallas de fibras derivadas del citoesqueleto, que se ensamblan
como puntos de adhesion focal, los cuales, ademas de controlar la forma celular, son
capaces de transmitir sefiales extracelulares hacia el citosol. La regulacién de estos
puntos de adhesion focal (AF) es relativamente sencilla, mediante paxilinay FAK, que
se activan cuando son fosforiladas por cascadas de sefalizacion con propiedad de

tirosina cinasa [85]. Al ser estimuladas, ocurre un reordenamiento del citoesqueleto,
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gue propicia el ensamblaje de los puntos de adhesion focal, generando asi las fibras
de estrés [81].

FAK, también conocida como pl25FAK, es una tirosina-cinasa intracelular que
participa en la sefalizacién mediada por integrinas. FAK fue descrita por primera vez
en 1992 como una proteina tirosina cinasa no receptora localizada principalmente
dentro de las adhesiones focales.[78, 86]. FAK se expresa en casi todos los tejidos y
tipos celulares y juega un papel central en las interacciones adhesivas al funcionar
como andamio para componentes de adhesién focal, incluyendo Src, Cas y paxilina
[85, 87]. FAK también funciona como un integrador de la sefializacion mediada por
integrinas para regular la migracion, progresion del ciclo celular, la diferenciacion y la

sobrevivencia [88].

FAK puede asociarse con varias proteinas sefalizacion y estructurales funcionando
dentro de una red de vias de sefializacion. La activacion de FAK se inicia por la
adhesion mediada por integrinas, permitiendo la autofosforilacion en el residuo de
tirosina 397 (Tyr397), y de esta forma se asocian a FAK varias moléculas que
contienen dominios SH, como Src y PI3K. Después, Src fosforila a FAK en los residuos
de Tyr407, 576, 577, 861 y 925. La fosforilacién de los residuos Tyr576 y 577, que
pertenecen al loop de cinasa, incrementa la actividad de FAK y la fosforilacion del
residuo Tyr861 y 925 la activan completamente. Mientras que la fosforilacion en Tyr861
y 925 incrementan la afinidad por la proteina Grb2 que se asocia al residuo de tirosina

925y la cual es la via de activacion de la via Ras/MAPK/ERK (Fig. 5) [91].
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La union de PI3K a FAK ocurre a través de su subunidad p85, resultando en la
activacion de PI3K, la cual genera segundos mensajeros: fosfoinositol trifosfato (PIP3)
y fosfoinositol bifosfato (PIP2). Estos fosfolipidos reclutan a la proteina cinasa B (PKB
o Akt) en la membrana plasmética y, posteriormente, PKB es fosforilada por PKD. Akt
una vez activada, a su vez, estimula la via de sefalizacion de sobrevivencia,
inactivando proteinas pro-apoptoéticas. Esta ruta de sobrevivencia PI3K/Akt puede ser
inhibida por la proteina codificada por el gen supresor de tumores PTEN, que
desfosforila tanto lipidos PIP3 como a las proteinas cinasas Shc y FAK, promoviendo
la apoptosis (Fig.5) [92, 93]. La fosforilacion de FAK en el residuo 925 crea un sitio de
unién para el dominio SH2 de la proteina adaptadora Grb2, la fosforilacion de Grb2,
activa la via de sefalizacion de ERK1/2, a través de Grb2/SOS (a través del
intercambio de GDP/GTP) via Ras-MAPK, como consecuencia ERK1/2 (factor de
transcripcion nuclear) se traslada al nucleo y fosforila a factores de transcripcion
nuclear, en donde desempefia una importante funcion como la transcripcion de genes.
La via Grb2/Ras/MAPK/ERK también ha sido relacionada con la sobrevivencia celular
al bloquear el anoikis, mediante la inhibicion de las proteinas pro-apoptéticas Bad y

Bim, y la activacion de proteinas anti-apoptéticas Bclz y Bclxl [84].

FAK también participa en la sobrevivencia al regular la remodelacion del citoesqueleto,
a través de dos vias diferentes. La primera implica la activacion de Racl mediante
FAK/p130Cas/Crk/DOCK. La activacion de Racl actua sobre la familia WASP/WAVE
gue a su vez activan a Arp2/3 para estimular la polimerizacién de actina, promoviendo

el “fruncido” de la membrana, la formacion de lamelipodio y la reorganizacion de actina
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[94], lo que estimula tanto la migracion celular como la sobrevivencia celular. La
segunda via implica a RhoA, que es activada por la via de sefializacién integrada por
FAK/Grb/Ras/MAPK/ERK/GefH1/RhoA/ROCK que estimulan la remodelacion del

citoesqueleto y permiten la sobrevivencia celular [95].
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Figura 5. Las principales vias de sefializacion mediadas por integrinas en los contactos focales.
Aqui se muestran las cuatro principales vias de sefializacion activadas por integrinas en los
complejos de adhesidn focal. El elemento clave en todas estas vias es FAK. La activacién de
FAK por autofosforilacién permite la unién de Src, paxilina y/o Fyn para una fuerte fosforilacion
y total activacion. La unién de Grb2, p130Cas, la PI3K y Graf a FAK dependiendo del sitio de
fosforilacién despiertan las siguientes vias de sefializacion: La proliferacién, migracién,
apoptosis/sobrevivencia y una via alterna para la migraciéon respectivamente. La union directa
de la paxilinay su asociacion con la proteina tirosina fosfatasa PTP-PEST es importante para la
regulaciéon dinamica de ciclos de fosforilacion y desfosforilacion estimulados por integrina.
Tomado de Riuegg et al., 2003 [96].
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2 ANTECEDENTES

Los espermatozoides de raton, bovino y humano presentan en su superficie tres tipos
de integrinas: a6R1, a5R1 y avR3, las cuales han sido localizadas en la region
acrosomal. Durante la reaccion acrosomal, estas integrinas migran al segmento
ecuatorial [97-99], region reconocida como el sitio de adhesion y fusion de los
espermatozoides con la membrana plasmatica del 6vulo. El uso de anticuerpos
especificos contra las cadenas a o 3, asi como el péptido RGD o la FN, ha permitido
determinar la participacion de estas proteinas en la interaccion espermatozoide-ovulo
[97-100]. Aunque recientemente se ha mostrado la presencia de una proteina similar
a FAK en espermatozoides de raton y caballo, no se le han atribuido funciones en la
capacitacion, reaccion acrosomal o movilidad [101, 102]. De esta misma forma, no
existen evidencias que muestren la presencia de proteinas de adhesion focal como
talina, vinculina, a-actinina y otras mas, en los espermatozoides de los mamiferos. Por
tanto, resulta relevante conocer si el proteoma de los espermatozoides contiene

proteinas de adhesion focal y su posible participacion en la fisiologia espermatica.
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3 JUSTIFICACION

La existencia de integrinas (0631, a5R1 y avRR3) en los espermatozoides de ratén,
bovino y humano sugiere la presencia de moléculas de adhesién focal que pudieran
asociarse con las integrinas 31 o 33, las cuales podrian formar puntos de adhesion
focal y que en caso de estar en contacto con alguna matriz extracelular formarian
contactos de adhesién focal. La formacion de contactos de adhesion focal traeria
consigo la remodelacion del citoesqueleto de actina y la activacion de diferentes vias
de sefalizacion, donde FAK juega un papel relevante en diferentes procesos celulares
como movilidad y sobrevivencia celular. Aunque, las integrinas presentes en los
espermatozoides de mamifero solo se han involucrado en los procesos de adhesion y
fusion oOvulo-espermatozoide, nosotros sugerimos que los espermatozoides deben
contener proteinas relacionadas con las adhesiones focales como son FAK, paxilina,
talina, vinculina y a-actinina, que ellas formarian adhesiones focales y que estarian
involucradas en la regulacién de los procesos fisiolégicos espermaticos como la
capacitacion, la reaccion acrosomal y la remodelacion del citoesqueleto de actina.
Estas adhesiones estarian también involucradas en la adhesién a las proteinas de la
matriz extracelular presente en la superficie de las células epiteliales del oviducto, y
gue posiblemente podrian regular la sobrevivencia de los espermatozoides durante su

estancia en este lugar.
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4 HIPOTESIS

Si el espermatozoide del cobayo posee proteinas como las integrinas, entonces es
probable que posean otras proteinas relacionadas con la formacién de complejos de
adhesién focal como paxilina, vinculina, integrina-p1, a-actinina, talina y FAK. De ser
asi, formarian contactos de adhesion focal que podrian estar implicados en la
regulacién de la capacitacion y/o la reaccién acrosomal, asi como en la sobrevivencia

de los espermatozoides cuando interaccionan con proteinas de la matriz extracelular.
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S5 OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de proteinas relacionadas con las adhesiones focales,
especificamente FAK, paxilina, a-actinina, vinculina, talina e integrinas 1 y B3 en
espermatozoides del cobayo, asi como su funcion durante la capacitacion, la reaccion
acrosomal y la sobrevivencia a través de su interaccion con proteinas de la matriz

extracelular y la activacion de la via de sefializacion mediada por FAK.
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6 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Detectar y localizar proteinas asociadas con los contactos de adhesiéon focal
(paxilina, vinculina, FAK, talina, a-actinina, y las cadenas 31, B3, a5, a6 y av de las

integrinas) en espermatozoides del cobayo no capacitados y capacitados.

2. Determinar el estado de activacién de FAK y paxilina durante la capacitacion,
mediante el analisis de fosforilacion en los residuos de Tyr397 y Tyrll$,

respectivamente.

3. Estudiar el efecto de un inhibidor de FAK (PF573228) sobre la capacitacion y la

reaccion acrosomal.

4. Determinar si las proteinas relacionadas con la formacion de adhesiones focales,
forman complejos en los espermatozoides y si dichos complejos sufren cambios

durante la capacitacion.

5. Investigar la relacion de las proteinas de adhesion focal del espermatozoide,
especialmente vinculina y a-actinina, con el citoesqueleto de actina y los posibles

cambios que sufran durante la capacitacion.

6. Indagar si los espermatozoides son capaces de adherirse a componentes de la MEC

como son Fibronectina, colageno y laminina.

7. Definir si la adhesion de los espermatozoides a una MEC altera la capacitacion, la

reaccion acrosomal y la sobrevida de los espermatozoides.
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7 MATERIAL Y METODOS

7.1 Reactivos

Piruvato soédico, acido lactico, DL-ditiotreitol, sacarosa, Triton X-100, iodoacetamida,
benzamidina, aprotinina, leupeptina, pepstatina, paraminobenzamidina, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), Tris base, FITC o TRITC-faloidina, ortovanadato sodico y
fluoruro sédico fueron adquiridos a Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Proteina A /
G agarosa y los inhibidores de proteasas (Complete ™ céctel comprimidos) se
obtuvieron de Roche Diagnostics and Molecular Biochemicals (Mannheim, Alemania).
Las membranas de nitrocelulosa, acrilamida, N, N'-metilen-bisacrilamida y dodecil
sulfato de sodio (SDS) se obtuvieron de Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA). Las
membranas de Immobilon se adquirieron de Millipore (Billerica, MA). Anti - FAK (sc -
558, sc - 1688), anti - paxilina (sc - 5574), anti - vinculina (sc - 7648 y sc - 5573), anti
—integrina-B1 (sc - 6622 y Sc-8978), anti-p-FAK (sc-11765-R), a-actinina (sc-15335) y
anti-paxilina (Sc-365020) se adquirieron de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa
Cruz, CA). Los anticuerpos anti - Talina (T3287) y a - actinina (A - 2543) se obtuvieron
de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Los anticuerpos secundarios marcados con
peroxidasa de rabano picante (HRP), TRITC, FITC, o Cy5 de Jackson
Immunoresearch Laboratories Inc. (West Grove, PA). ElI reactivo de
guimioluminiscencia (ECL) mejorado se adquiri6 de Amersham (Buckinghamshire,
Reino Unido) o Millipore (Billerica, MA). El inhibidor de FAK PF573228 (namero de

catalogo 3239) se obtuvo de Tocris Bioscience (Bristol, Reino Unido). Placas de cultivo
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de 24 pozos activadas (numero de catadlogo 0030 722.116) se obtuvo de Eppendorf

(Hamburgo, Alemania).

7.2  Animales

Todos los experimentos con animales y los procedimientos de manipulacién fueron
aprobados por el Comité Interno para el cuidado de animales de laboratorio del
CINVESTAV-IPN (CICUAL 012211). Se hicieron todos los esfuerzos para minimizar el
dolor de los animales, el estrés y/o la angustia. Se usaron cobayos machos adultos de

mas de 800 g de peso, de la cepa CIEA-HART.

7.3  Preparacion de los Espermatozoides de Cobayo

Los espermatozoides se obtuvieron como describe previamente Cabello-Aglero et al
[26] y Pasten-Hidalgo et al [103]. Los espermatozoides de cobayo se obtuvieron de los
conductos deferentes y se lavaron en una solucion de NaCl 154 mM. Las células
espermaticas (3.5 x 107 células / ml) fueron capacitadas por incubacién a 37°C por 1
h en medio minimo de cultivo que contenia lactato y acido piravico (MCM-PL, ver
anexo). Las células se incubaron en presencia del inhibidor PF573228 (5 uM) de 20 a
60 min en MCM-PL. Inmediatamente después de la capacitacion, las muestras fueron
fijadas en formaldehido al 1.5% (concentracion final) en PBS. Dependiendo del
experimento, las células control se incubaron en un medio que no soporta la
capacitacion (MCM-PL sin NaHCOz3" y sin CaClz, tamponado con 25 mM HEPES, pH
7.4), MCM-PL, o MCM-PL més un vehiculo. En todos los casos, las células control

fueron incubadas y fijadas al mismo tiempo que las muestras tratadas.
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7.4  Extractos de las Células Espermaticas, Electroforesis e
Inmunoblot

Las células (3.5 x 107) se suspendieron en amortiguador de lisis (Tris-HCI 50 mM a pH
7.4, EGTA 1 mM, PMSF 1 mM, coctel de inhibidores de proteasas complete™ de
Roche, 1 mg / ml de aprotinina, ortovanadato de sodio 10 mM, fluoruro de sodio 25
mM y 1% Tritdbn X-100) [103]. Las muestras se centrifugaron a 14,000 x g durante 20
min a 4°C y se recolect6 el sobrenadante. La concentracion de proteinas de los lisados
provenientes de los diferentes tratamientos se realiz6 mediante la técnica de
Bradford[104], cuyo reactivo fue obtenido de BIO-RAD Laboratories (Hércules, CA).
Las muestras fueron entonces hervidas durante 5 min en amortiguador de muestra
(4% SDS, 20% glicerol, 10% 2-mercaptoethanol, 0.004% azul de bromofenol y 0.125M
de Tris HCI, pH 6.8 [105]. Las proteinas se separaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 7% o 10% en presencia de SDS (SDS-PAGE) y transferidas
enseguida a membranas de PVF o nitrocelulosa, la primera para transferir las
proteinas que se inmunoprecipitaron y la segunda para las proteinas en general. Las
membranas se bloquearon utilizando solucion salina tamponada con Tris (TBS) que
contenia 0.1% de Tween-20 y 5% de leche en polvo sin grasa. Las membranas se
incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo respectivo (anti-FAK 1: 100, anti-
vinculina 1:1000, anti - paxilina 1:1000, anti - talina 1:1000, anti — integrina- $11:1000,
0 anti-a-actinina 1: 1000). Las membranas fueron lavadas cinco veces durante 7 min
cada vez. Después se incubaron con el anticuerpo secundario marcado con HRP
apropiado (1:10000). Las proteinas inmunoreactivas se detectaron por

guimioluminiscencia utilizando un kit de deteccién ECL inmunoblot (Amersham o
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Millipore). Para verificar la especificidad de los anticuerpos, se hicieron tres tipos de
controles: (1) La inmunodeteccidn se realizé usando solo el anticuerpo secundario, (2)
inmunodeteccion utilizando anticuerpos primarios inespecificos y (3) anticuerpos
primarios preincubados con su respectivos péptidos de bloqueo antes de la

inmunodeteccion (datos no mostrados).

7.5 Ensayos de Inmunofluorescencia

Las células se fijaron en formaldehido al 1.5% en PBS por 60 min e incubadas en
NH4sCl 50 mM en PBS durante 15 minutos y se lavaron dos veces por
centrifugacion/resuspension en PBS. Los espermatozoides fueron permeabilizados
con acetona enfriada a -20°C durante 7 min y se lavaron tres veces en PBS y una vez
en agua destilada. Con los espermatozoides se prepararon frotis, que se secaron al
aire a temperatura ambiente. Los frotis se incubaron con anticuerpo primario (anti-FAK
1:100, anti-vinculina 1:100, anti-paxilina 1:100, anti-talina 1:100, anti- integrina- 31
1:100, o anti-a-actinina 1:100) en solucion de bloqueo (1% de albumina de suero
bovino en PBS) durante 12 h a temperatura ambiente en camara humeda. Después se
lavaron con PBS y las células se incubaron con el anticuerpo secundario apropiado
marcado con TRITC- o Cy® durante 2 h a 37°C. En todos los casos, los frotis se lavaron
extensivamente con PBS y se montaron con cubreobjetos de vidrio utilizando 25 pl de
gelvatol (Sigma Chemical Co.). Para confirmar la especificidad de los anticuerpos, se
ensayaron tres tipos de controles: (1) Los espermatozoides se incubaron solo con el
anticuerpo secundario, (2) se incubaron a los espermatozoides con un anticuerpo

primario no especifico, y (3) los anticuerpos primarios utilizados se preincubaron con
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sus respectivos péptidos de bloqueo antes del ensayo de inmunofluorescencia. Los
espermatozoides tefiidos bajo estas condiciones mostraron patrones muy débiles de

fluorescencia (datos no mostrados).

7.6  Co-Inmunoprecipitacién
Para los ensayos de co-inmunoprecipitacion, el anticuerpo anti-paxilina se uni6 a la
proteina A/G-agarosa de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Kit de
inmunoprecipitacion, Pierce®). Se inyectaron 20 ug del anticuerpo anti-paxilina a 20 pl
de la resina e inmovilizandolo covalentemente sobre el soporte por entrecruzamiento
con disucianimil suberato 2,5 mM (DSS) a temperatura ambiente durante 60 minutos
y lavado para eliminar el exceso del anticuerpo no entrecruzado. Los extractos de
proteina de esperma procedentes de los espermatozoides no capacitados y
capacitados se incubaron con agitacion constante por 12 h a 4 ° C. Las proteinas
unidas al anticuerpo anti-paxilina /proteina A/G-agarosa se recuperaron por
centrifugacion a 4000 x g después de tres lavados. Las proteinas asociadas se
eluyeron y se recuperaron por centrifugacion a 4000 x g y se hirvieron en amortiguador
de Laemmli (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) durante 5 min. Las proteinas se
separaron por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se
sometieron a analisis de inmunoblot.
7.7  Analisis de la Fosforilacion de Proteinas en Residuos de
Tirosina
Las muestras se analizaron mediante inmunoblot, siguiendo las indicaciones descritas

en el apartado 6.4. Los espermatozoides (3.5 x 107) se resuspendieron en

34



amortiguador de lisis,(ver anexo) se centrifugaron a 14,000 x g durante 20 min a 4°C
y las concentraciones de proteina de los sobrenadantes fueron determinadas por la
técnica de Bradford [104]. Cien ug de cada muestra se incubaron en amortiguador de
muestra, se resolvieron en SDS-PAGE al 10% y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa o PVF [106]. Las membranas se bloquearon e incubaron con el
anticuerpo contra la fosfotirosina (anti-p-Tyr) diluido1:1000. Luego de lavar, se
incubaron con el anticuerpo secundario (1: 10,000) marcado con peroxidasa de rabano
fuerte (HRP). Las proteinas inmunorreactivas se detectaron mediante
guimioluminiscencia.

7.8  Evaluaciodn del Estado de la Capacitacion Mediante Tincion

con Clortetraciclina (CTC)

Se siguié el método descrito por Shi y Roldan [108] para evaluar el estado de
capacitacion con clortetraciclina (CTC). CTC es un antibiético que emite fluorescencia
cuando se une al Ca? acoplado a fosfolipidos de membrana [109]. El patrén de
fluorescencia cambia cuando la membrana del espermatozoide sufre cambios durante
la capacitacion y/o reaccion acrosomal, distinguiéndose tres patrones:
espermatozoides intactos (no capacitados), espermatozoides capacitados, Yy
espermatozoides reaccionados (ver Fig. 12). Para la tincién, se tomo6 un volumen 45
I de solucion de CTC—-HCI 750 mM diluida en el amortiguador de incubacién (130 mM
de NaCl, 5 mM de cisteina, 20mM de Tris-HCI, pH 7.8) y se mezcl6 con 45 pl de la
suspension espermatica, se incubaron durante 20 segundos a 37°C en la obscuridad.

Las células se fijaron con 0.7 ul de glutaraldehido al 12.5% en amortiguador Tris-HCI
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1 M (pH 8.0). Después de la incubacion, 15 ul de la suspensién de esperma se
colocaron en un portaobjetos de vidrio y se le puso un cubreobjetos. Las muestras se
examinaron con un microscopio Nikon de fluorescencia equipado con un objetivo 40 X
plan de 40 / 0.65 y se tomaron fotografias con una camara digital Olympus BX50
utilizando el software NIS-Element versién 3.07. La fluorescencia de la CTC se evalud
con luz ultravioleta, analizando 300 espermatozoides en cada muestra los cuales se
clasificaron de acuerdo con el patrébn que presentaron [109]: patron "F", con
fluorescencia uniforme en la cabeza, que es caracteristica de los espermatozoides no
capacitados y con acrosoma intacto; patron "B", con fuerte fluorescencia en la region
apical del acrosoma, pieza media y segmento ecuatorial, corresponden a
espermatozoides capacitados; y patron “RA”, con fluorescencia fuerte fluorescencia en
el segmento ecuatorial o la region postacrosomal, que es caracteristica de las células
con acrosoma reaccionado. La presencia del acrosoma en cada célula se verificd bajo

el microscopio de contraste de fases (Fig.12).

7.9 Evaluacion de la Actina-F

Espermatozoides fijados fueron permeabilizados e incubados con 30 uM de faloidina-
TRICT, a temperatura ambiente durante 60 min. Los frotis se lavaron exhaustivamente
con PBS y se montaron poniendo un cubreobjetos de vidrio utilizando gelvatol, y se
observaron bajo un fotomicroscopio Olympus BX50 equipado con contraste de fase y
epifluorescencia o un microscopio Leica confocal. Las imagenes se adquirieron con
una camara digital y la fluorescencia se analiz6 y valoré utilizando un software NIS-

Element versiéon 3.07.
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7.10 Determinacion de la Concentracion Optima de PF573228

Para investigar la posible participacién de FAK en la capacitacion o la RA, se utilizd un
inhibidor especifico FAK el PF573228 [110-112]. Los espermatozoides fueron
capacitados en presencia de diferentes concentraciones de PF5732228 (0.5-10uM) y

después de 20 min la RA fue cuantificada.

7.11 Ensayo de Viabilidad Espermatica

La viabilidad espermatica se determind debido a que no se conocian los efectos del
inhibidor PF573228 en los espermatozoides de mamiferos. Se estimo determinando la
integridad de la membrana celular utilizando el principio de exclusién de yoduro de
propidio (IP) [113]. Los espermatozoides se centrifugaron para retirar el medio, la
pastilla se resuspendio en 1 ml de PBS y se afiadidé 15 ul de IP de una solucién de IP
(1 pg/ml), se mezcl6é e incubdé a temperatura ambiente durante 30 minutos en la
oscuridad. Los espermatozoides fueron lavados y se hicieron frotis para determinar el
numero de espermatozoides tefiidos y sin tefir (500 célula/muestra, n = 3) bajo un
microscopio de epifluorescencia. Como control positivo se trataron células con PBS-

Tritén al 0.01% por 5-10 min.

7.12 Estimacion de la Reaccion Acrosomal

La RA se determiné mediante el examen en una cadmara Neubauer bajo microscopia
Optica. Los espermatozoides fueron fijados (formaldehido 1.5%, en PBS) y la RA se
cuantificé basado en el porcentaje de espermatozoides sin acrosoma antes y después
de la capacitacion. Cuatro alicuotas se contaron separadamente (300 células cada

una). Para los espermatozoides capacitados, la RA se normalizé respecto a los valores
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observados en los espermatozoides no capacitados, mediante la substraccion de este

ultimo.

7.13 Preparacion de las Placas para el Ensayo de Adhesion

Para los ensayos de adhesion se usaron placas activas de 96 pozos de fondo plano
marca Eppendorf. Se lavaron con PBS estéril, se les agregaron 50 ug/ml de FN,
colageno | o laminina en amortiguador de fosfatos (PBS) y se dejaron incubando toda
la noche a 4° C. Se les retiro la proteina no unida y se lavé de nuevo tres veces con
PBS estéril. Después, se saturaron los sitios libres del plastico con albamina de suero
de bovino al 1% (BSA) por 1 hora a 37° C, se lavo tres veces con PBS. Como control

de adhesion, placas fueron tratadas solo con BSA.

7.14 Experimentos de Adhesion Celular

Para estandarizar el ensayo de unioén, la concentracién de saturacion espermatica se
busco incubando las placas con FN, laminina o colageno | con concentraciones
crecientes de espermatozoides (0.5, 1, 2, 5y 10 x10°% sptz/ml) en un medio no
capacitante y dos medios capacitante, el MCM-PL y Tyrode-PL (ver anexo),
previamente ajustados a 3.5 X 107/ml. Las placas se incubaron a 37°C bajo una
atmosfera humidificada que contiene 5% de CO. y 95% de aire, por 30 min para
permitir que las células se adhirieran. Las células adheridas se observaron con un
microscopio invertido ICM 405 (Germany) y los videos tomados con una cadmara Nikon
5X Coolpix S4100 (China). Los videos se tomaron a un aumento de 20X durante 1 min.
Enseguida, los pocillos se lavaron en tres ocasiones con medio sin calcio, MCM-PL o

Tyrode segun se necesitd. Las muestras se incubaron hasta por 8 horas y se
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registraron videos de 1 min a cada hora. En los videos se valoré el nimero de
espermatozoides unidos, no unidos, con RA y la formacién de rosetas. Esto se conto
por campo, evaluando un total de 5 campos por tratamiento. Los resultados se
expresaron como el porcentaje de espermatozoides unidos a fibronectina, laminina y

colageno | respecto del total de espermatozoides inoculados.

7.15 Obtencion de Extractos Proteicos de MDA-MB-231

La linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231 se cultivo usando el medio
de Eagle modificado por Dulbecco, suplementado con 3.7 g / | de bicarbonato de sodio
(NaHCO3) y 5% de suero fetal de bovino. Se mantuvieron a 37°C bajo una atmosfera
humidificada que contiene 5% de CO:2 y 95% de aire. Cuando las células fueron
confluentes, el medio fue eliminado por aspiracion y las células fueron solubilizadas en
amortiguador RIPA (HEPES 50 mM a pH 7.4, NaF 150 mM, 10 mM de pirofosfato de
sodio, 10% de glicerol, 1% de Tritén X-100, 1% de desoxicolato de sodio, MgCl> 1.5
mM, SDS al 0.1%, e inhibidores de proteasa). Los lisados se clarificaron por
centrifugacion a 12,000 X g durante 10 min a 4°C. Los sobrenadantes se transfirieron

a tubos y la concentracion de proteina fue determinada por Bradford.

7.16 Evaluaciéon de la movilidad espermatica

La movilidad de los espermatozoides durante la union a placas cubiertas con FN in
vitro se evalud utilizando un microscopio invertido y los videos tomados con una
camara Nikon 5X Coolpix S4100 (China). Las imagenes adquiridas fueron analizadas

visualmente.
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7.17 Analisis estadistico y densitométrico

Los datos se expresan como promedios £ SEM. Las medias se compararon usando la
prueba t de Student pareada o la prueba t de Student apropiada. La diferencia
estadistica entre muestras fue considerada con una significancia de P <0.05.

Los datos de quimioluminiscencia se normalizaron con respeto a los resultados de
espermatozoides no capacitados a 1, y para obtener el incremento de
qguimioluminiscencia, la relacibn de capacitados/no capacitados fue obtenida y

expresada como un incremento en la quimioluminiscencia.

Los andlisis densitométricos se realizaron con el software ImageJ (Research Services
Rama del NIH). Para la formacion del complejo de adhesion focal los resultados se
expresaron como la relacion N/No, donde N: es la intensidad de la sefial dada por la
guimioluminiscencia emitida por cada proteina co-inmunoprecipitada y No: intensidad
de la sefal quimioluminiscente de paxilina inmunoprecipitada. Para FAK y paxilina
fosforiladas, asi como como fosforilacion de Tyr, la fosforilacién de la proteina se
expresd como la relacion N/No, donde N: la intensidad de la sefial dada por la
guimioluminiscencia de la proteina fosforilada para cada tiempo de capacitacion y
tratamiento y No: intensidad de la sefial de las proteinas fosforiladas para los

espermatozoides no capacitados.
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8 RESULTADOS

8.1 Caracterizacion de las Proteinas de Adhesion Focal en los
espermatozoides

8.1.1 Presenciade las proteinas de adhesion Focal en
espermatozoides del cobayo

La presencia de las proteinas de adhesion focal en los espermatozoides de cobayo
fue determinada por inmunoblot en lisados de espermatozoides completos no
capacitados, y capacitados. En el andlisis de inmunoblot se observaron bandas
especificas con masas moleculares relativas (Mr) de ~130, 70, 125,120 100 y 230 kDa
gue fueron detectados para Integrina-f1, paxilina, FAK, vinculina, a-actinina y talina,
respectivamente (Fig. 6A). Debido a que ninguna de estas proteinas habia sido
detectada en espermatozoides de mamifero, validamos los anticuerpos usados en este
estudio, se hicieron controles positivos con extractos de células de la linea de cancer
de mama MDA-MB-231 y en espermatozoides de raton y humanol, observandose que
las seis proteinas analizadas presentaron una movilidad relativa similar a aquellas
descritas para el espermatozoide de cobayo (Fig. S1). Estos resultados indican que
las proteinas Integrina-B1, paxilina, FAK, vinculina, a-actinina y talina se encuentran

en los espermatozoides del cobayo, raton y humano.

La localizacion subcelular de las seis proteinas fue realizada por inmunocitoquimica.

Las seis proteinas fueron localizadas en la region acrosomal de los espermatozoides
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Figura 6. Las proteinas de adhesién focal son expresadas en espermatozoides del cobayo. (A)
Para la deteccidn de proteinas de adhesiéon focal en los espermatozoides del cobayo, 100 pg de
extractos de esperma se resolvieron mediante SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosay las proteinas fueron detectadas usando anticuerpos especificos. (1) Integrina p1,
(2) paxilina, (3) FAK, (4) vinculina, (5) a-actinina, y (6) talina. (B) Ensayos de inmunocitoquimica
se realizaron para determinar la localizacién de las proteinas de adhesion focal en los
espermatozoides del cobayo. Los paneles de la izquierda corresponden a la localizacién de la
Integrina B1, paxilina, FAK, vinculina, a-actinina, y talina. Los paneles de la derecha
corresponden a imagenes de campo claro. Las imagenes son representativas de tres
experimentos independientes.
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del cobayo (Fig. 6B). Integrina-B1, paxilina y FAK también fueron localizadas en el
flagelo. Los patrones de localizacion fueron similares en espermatozoides no
capacitados y capacitados (datos no mostrados). La Unica diferencia observable fue
para a-actinina, ya que ella bordea la periferia de la region acrosomal y la sefial
fluorescente disminuye a lo largo del flagelo. Resultados similares fueron encontrados
para los espermatozoides de humano y raton (Fig. S2).
8.1.2 Formacién de los complejos de adhesion focal durante la
capacitacion.

Debido a que todas las proteinas fueron localizadas en la region acrosomal, nos
preguntamos si estas proteinas forman los complejos y si tienen cambios durante la
capacitacion. Para contestar la pregunta, se llevaron a cabo ensayos de co-
localizacion y co-inmunoprecipitacion. Para estos ensayos utilizamos a la proteina de
andamiaje paxilina como referencia, ya que contiene varios dominios que median
interacciones proteina-proteina para Integrina-g1, FAK, vinculina y talina [115]. En los
ensayos de co-localizacion en los espermatozoides no capacitados, la paxilina co-
localiza con FAK y con Integrina-p1 en la regién acrosomal y en la pieza media, el

patron se mantuvo para los espermatozoides capacitados (Fig. 7).

En espermatozoides no capacitados se observd mucho menor intensidad de la
fluorescencia en la co-localizacién de paxilina con vinculina y talina; sin embargo, en
la co-localizacion incrementd la intensidad de la fluorescencia durante la capacitacion,
particularmente en la region apical del acrosoma (Fig. 8A), lo que sugiere la formacion

de complejos de adhesion focal en los espermatozoides durante la capacitacion.
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Paxilina B1-Integrina Merge CF

Figura 7. Paxilina co-localiza con FAK y integrina- B1. Para determinar la posible interaccién de
paxilina con FAK e integrina-B1, se llevaron a cabo ensayos de co-localizacion. La co-
localizacién de paxilina (azul) con FAK e integrina-B1 (rojo) fue visualizada mediante ensayos
inmunocitoquimicos en espermatozoides fijados en formaldehido. Las iméagenes de co-
localizacién (rosa) y de contraste de fases (CF) son mostrados. Las iméagenes son
representativas de tres experimentos independientes

Para probar esta hipotesis, se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacion para
aislar a las proteinas asociadas a paxilina en espermatozoide no capacitados y en
capacitados. Los analisis por inmunoblot y densitometria realizados usando como
control a paxilina mostraron que, en los extractos de espermatozoides no capacitados
y capacitados, FAK e integrina-1 co-inmunoprecipitaron con paxilina en cantidades

similares segun la intensidad de la sefial quimioluminiscente (Fig. 8B, C). Por otro lado,
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en los espermatozoides no capacitados, vinculina y talina co-inmunoprecipitaron con
paxilina en una cantidad significativamente menor. Mientras que, en espermatozoides
capacitados, la cantidad de vinculina y talina co-inmunoprecipitada con paxilina fue
similar (Fig. 8B, C). Tanto en los espermatozoides no capacitados como en los
capacitados, solo una pequefa cantidad de a-actinina co-inmunoprecipita con paxilina
(Fig. 8B, C). Adicionalmente, la inmunodeteccion de vinculina, talina y a-actinina en
espermatozoides no capacitados y capacitados no mostré diferencias en la sefial
guimioluminiscente, indicando que los cambios observados en los ensayos de co-
inmunoprecipitacion no son debidos a un incremento de la cantidad de estas proteinas
durante la capacitacion (Fig. 8D). Estos resultados sugieren que las proteinas de
adhesion focal encontradas en los espermatozoides forman complejos que se
ensamblan durante la capacitacion.

8.2 La fosforilacion de FAK y paxilina se incrementan durante la

capacitacion de los espermatozoides de cobayo.

Con el fin de determinar si tanto FAK como paxilina son activadas durante la
capacitacion, se analizaron sus estados de fosforilacion en Tyr397 y Tyrll8
respectivamente. Los espermatozoides no capacitados presentaron una fosforilacion
basal para FAK en el residuo de Tyr397 (p-FAK) y paxilina en el residuo Tyr118 (p-
Pax) (Fig.9). La fosforilacion en ambas proteinas increment6 gradualmente durante la
capacitacion, pero solo fue significativo a los 60 min de capacitacion y alcanzé un
maximo a los 90 minutos segun los valores de la densitometria realizada (Fig.9). Para

determinar si el incremento en la fosforilacién fue especifico, los espermatozoides
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fueron capacitados en presencia de PF573228 (5 uM), el cual inhibe la fosforilacion
tanto en FAK como de paxilina (Fig.9E).

Con la finalidad de definir los sitios donde suceden los incrementos de fosforilacion de
FAK y paxilina se estudi6 su localizacion subcelular. En espermatozoides no
capacitados, p-FAK and p-Pax se localizaron inicialmente en la pieza media, y con una
fluorescencia débil en la region acrosomal (Fig. 10). Después de 30 min de
capacitacion, la fluorescencia increment6 en la pieza media y en la regién acrosomal,
alcanzando un maximo a los x de 90 min (Fig. 10). Estos resultados indican que FAK
y paxilina tienen un nivel basal de actividad en espermatozoides no capacitados que
incrementa durante la capacitacion. Para determinar si el incremento en la
fluorescencia de p-FAK y p-Pax durante la capacitacion fue especifico, los
espermatozoides se capacitaron en presencia de PF573228. Después 60 min de
capacitacion, los espermatozoides no mostraron fluorescencia ni para p-FAK ni para

p-Pax (Fig 10).
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Figura 8. Talina y vinculina estan asociados con el complejo de adhesién focal durante la
capacitacion. (A) Estudio de co-localizacién de vinculina y talina (rojo) con paxilina (azul)
visualizada mediante ensayos inmunocitoquimicos en espermatozoides no capacitados (NC) y
capacitados (Cap). Se incluyen las imagenes de superposicidon (rosa) y de contraste de fases
(CF). Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes. (B) Ensayos de
co-inmunoprecipitacion de paxilina con las proteinas de adhesion focal de esperma de cobayo
no capacitados y capacitados, utilizando el anti- anticuerpo anti paxilina. Las proteinas
precipitadas fueron separadas por SDS-PAGE y se realizaron inmunoblots utilizando los
anticuerpos anti-paxilina, anti-FAK, anti- Integrina- 8, anti-vinculina, anti-talina y anti-a-actinina.
Laimagen es representativa de cinco experimentos independientes. (C) Andlisis densitométrico
de la co-inmunoprecipitaciéon de las proteinas de adhesién focal (media + SEM. n = 3
experimentos independientes). (D) Inmunoblot que muestra que la cantidad de vinculina, talina,
y a-actinina no cambian durante la capacitacién. Las imagenes son representativas de tres
experimentos independientes.
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8.3 Papel de FAK en la Capacitacion y en la Reaccion Acrosomal.

8.3.1 Lainhibicién de FAK no altera la fosforilacion de proteinas en
residuos de tirosina durante la capacitacion.

Visconti et. al. [116] han reportado que una caracteristica importante de la capacitacion
es el incremento de la fosforilacion en residuos de Tyr. Debido a que se ha involucrado
a la cinasa de adhesion focal PYK2 en la regulacion de la fosforilacion en residuos de
tirosina [117], en este trabajo estudiamos el efecto de la inhibicion de FAK sobre la
fosforilacibn de proteinas en residuos de tirosina. Encontramos que hay una
fosforilacion basal en espermatozoides no capacitados, que se incrementa conforme
los espermatozoides se capacitan, y ese incremento se inhibid por el antagonista de
la proteina cinasa A (PKA) el H-89 (Fig.11A, B). Cuando los espermatozoides se
capacitaron en presencia del inhibidor de FAK (PF573228), la fosforilacion en residuos
de tirosina no se inhibi6 (Fig. 11A, B). Como la fosforilacién de proteinas no se inhibid,
entonces se valoro la capacitacion por la técnica de CTC (Fig. 12), esto para confirmar
gue se llevé acabo la fosforilacion de proteinas durante la capacitacion. Los resultados
muestran que la proporcion de espermatozoides capacitados incrementd durante la
capacitacion (30 min= 53.07+5.82 y 60 min= 70.70+8.05, N=3). En presencia del
inhibidor (5 uM), se obtuvo una menor proporcion de espermatozoides capacitados (30
min= 12.86+6.89 y 60 min= 15.24+9.73, N=3), pero un alto porcentaje del patron RA
(63.27 £ 4.54 alos 30 miny 70.55 + 4.84 para 60 min, n=3). Estos resultados sugieren
gue la inhibicion de FAK lleva a una rapida capacitacién y consecuentemente a que
los espermatozoides experimenten RA muy tempranamente. Para sustentar esta

hipétesis, mediante inmunocitoquimica se analiz6 el estado de fosforilacion de los
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residuos de Tyr durante la capacitacion espermatica en presencia de PF537228. Los
espermatozoides no capacitados mostraron fluorescencia palida en la pieza media,
gue aumento6 gradualmente durante el transcurso de capacitacion. Después de 30 min
de capacitacion, la fluorescencia fue evidente a lo largo del flagelo y en el acrosoma,
mientras que se observd mayor fluorescencia a los 60 min (Fig.13A). En cambio, los
espermatozoides capacitados en presencia de PF573228 mostraron una fluorescencia
fuerte a lo largo de los flagelos y en sus acrosomas durante los primeros 10 min de
incubacion. La intensidad de fluorescencia fue mayor que la exhibida por
espermatozoides capacitados durante 10 min y similares a los exhibidos por
espermatozoides capacitados durante 30 minutos en ausencia de PF573228 (Fig.
13B). Los resultados confirman que la inhibicion de FAK podria acelerar la capacitacion

y la ocurrencia de la RA.
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Figura 9. La fosforilacién de FAK y paxilina aumentan durante capacitacion. Para determinar el
estado de fosforilacion de FAK y paxilina, extractos totales de espermatozoides capacitados de
cobayos (0-90 min) se sometieron a SDS-PAGE y se analizaron por inmunoblot. (A) Panel
superior: FAK fosforilada detectada con el anticuerpo anti-p-FAK (Tyr397). Panel inferior: FAK
total detectada con anticuerpo anti-FAK. (B) Aumento de p-FAK durante la capacitacion (media
+s.e.m., N = 3independiente Experimentos). (C) Panel superior: p-paxilina detectada con anti-p-
paxilina (Tyrl18); panel inferior: paxilina total detectada con anticuerpo anti-paxilina. (D)
Aumento de la p-paxilina durante la capacitacion (media + s.e.m., N = 3 experimentos
independientes). (E) Panel superior: Inmunoblot mostrando el efecto de PF-573228 sobre la
fosforilacién de FAK (Tyr397) y paxilina (Tyr118) detectada con los respectivos anticuerpos anti-
fosfatos. Panel inferior: FAK total y paxilina detectada con los anticuerpos anti- FAK y anti-
paxilina. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes.
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Figura 10. Aumento de la fosforilacion de FAK y paxilina en laregion del acrosomay en la pieza
media durante la capacitacion. Paradeterminar en qué regién subcelular la fosforilacion aumenta
durante la capacitacion, espermatozoides de cobayo fueron capacitados (15-90 minutos) y
fijados con formaldehido y la fosforilacion se analizé utilizando un anticuerpo anti-p-FAK
(Tyr397) o anti-p-paxilina (Tyrl18). Para determinar si la tincion fue especifica, los
espermatozoides se trataron con PF573224 (PF). Las imagenes de la derecha corresponden ala
Imagenes de contraste de fase. Las imagenes son representativas de tres experimentos
independientes.
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Figura 11. Efectos de PF573228 y Latrunculina-A en la capacitacion y la RA. Los espermatozoides
de cobayo fueron capacitados a diferentes tiempos en presencia de Los inhibidores de FAK
[PF573228 (PF)], inhibidor de la polimerizacién de actina [Latrunculina-A (Lat- A)], o el inhibidor
de la PKA (H89) a las concentraciones indicadas. (A) Para la deteccion de p-Tyr, 100 ug de los
extractos de esperma completo se resolvieron por SDS-PAGE, transferidos a membranas de
nitrocelulosa, y las proteinas fueron detectadas usando un anticuerpo especifico contra p-Tyr.
La imagen representa cinco experimentos independientes de cada tratamiento. (B) El andlisis
densitométrico de la p-Tyr aumenta durante Capacitacion (Cap) (media + s.em.,, N = 3
experimentos independientes).
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8.4 Lainhibicion de FAK induce la RA dependiente de calcio.

Para determinar el papel FAK sobre la RA, espermatozoides fueron capacitados en
presencia del inhibidor de FAK PF573228 (5 uM) y se cuantifico la RA. Alos 20 min de
incubacion, bajo condiciones de capacitacion la RA se incrementd significativamente
en los espermatozoides tratados con PF573228 comparado con los espermatozoides
no tratados. Después de 60 min de capacitacion, la RA se incrementé en ambos grupos
tratados y no tratados. (Fig. 14). Para definir el efecto del PF573228 sobre la RA,
involucraba la polimerizacion de actina, se realizaron experimentos similares usando
un inhibidor de la polimerizacion de actina, Latrunculina-A (Lat-A). Después de 20 min
de incubacion bajo condiciones capacitantes, la RA procedio de manera similar tanto
para espermatozoides tratados o no con Lat-A; sin embargo, después de 60 min la RA
incrementd significativamente en espermatozoides tratados con Lat-A, alcanzando
valores similares a aquellos tratados con PF573228 (Fig. 14).

Como es sabido, la RA depende del aumento de la concentracion de Ca?* intracelular,
y que esta no se lleva a cabo cuando los espermatozoides se incuban en medio de
capacitacion en ausencia de Ca?* [118]. Para distinguir si el incremento en la RA en
presencia del PF573228 o Lat-A es una RA genuina, los espermatozoides fueron
capacitados en ausencia de Ca?'. Después de 60 min de capacitacion, los

espermatozoides capacitados en presencia de PF573228 y Lat-A muestran una RA
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Figura 13. Efecto de PF573228 sobre la fosforilacibn en residuos de tirosina.
Los espermatozoides se incubaron bajo condiciones de capacitacidon en presencia o ausencia
del inhibidor de FAK PF573228 a diferentes tiempos y se usaron para el ensayo de
inmunomarcaje utilizando un anticuerpo especifico anti-p-Tyr. A) espermatozoides capacitados.
B) espermatozoides incubados en presencia de PF573228 (5 puM). Las imagenes de la izquierda
corresponden a fosfotirosinay las de la derecha corresponden alas de contraste de fases.
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significativamente reducida (Fig. 14). Los resultados sugieren que la inhibicion de FAK
por PF573228 induce la RA, probablemente como consecuencia de los cambios en el
citoesqueleto de actina y otras vias relacionadas con la capacitacion.
Para descartar que la pérdida del acrosoma se debia a que el PF573228 tuviera un
efecto toxico sobre los espermatozoides, se determiné su viabilidad utilizando la
exclusion de yoduro de propidio (IP), observandose diferencias no significativas (Fig.
S3).

8.4.1 Lainhibicion de FAK evita la polimerizacion de actina durante

la capacitacion.

Debido al efecto de FAK en la capacitacion y la RA, surgio la pregunta de si FAK
participa en la polimerizacion de actina. Para esto, la actina-F se cuantificé en
espermatozoides con acrosoma intacto evaluando el grado de fluorescencia emitida
por la faloidina marcada con TRITC (Fig. 15A, B). Durante los primeros 30 min de
incubacion en medio capacitante se observo un incrementd de fluorescencia,
alcanzando un maximo a los 60 min de capacitacion, pero en presencia de PF573228
los espermatozoides no mostraron incremento en la fluorescencia. Como control
positivo utilizamos Lat—A, la cual interrumpe la polimerizacion de microfilamentos
debido a una unién 1:1 con actina-G. En espermatozoides capacitados en presencia
de Lat—A. A los pocos minutos después de iniciada la capacitacién se incremento la
fluorescencia, a los 10 min de incubacién en condiciones capacitantes hubo un
decremento y después de 30 min de incubacién se observo niveles de fluorescencia

similares a aquellos de espermatozoides no capacitados (Fig. 15A y C). Estos
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Figura 14. Efectos de PF-573228 y Latrunculina-A en la capacitacion y la RA.
Los espermatozoides de cobayo fueron capacitados en diferentes momentos en presencia del
inhibidor de FAK PF-573228 (PF) y de Latrunculina-A (Lat- A) a las concentraciones indicadas.
Para determinar el efecto de PF573228 o Lat-A en la RA, espermatozoides capacitados fueron
incubados en presencia de estas drogas. La RA fue evaluada en espermatozoides capacitados
en presencia o ausencia de Ca?* (media + s.e.m., N = 3 experimentos independientes).
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resultados sugirieron la posibilidad de que durante la capacitacion FAK puede ser
importante en la polimerizacion de actina y la organizacion del citoesqueleto.

8.5 Los Complejos de Adhesién Focal Interaccionan con la

Actina-F Durante la Capacitacion.

Los complejos de adhesion focal estan muy vinculados a la actina-F a través de las
proteinas vinculina y a-actinina [119-121]. Debido a que se identific6 a ambas
proteinas en la regién acrosomal, estudiamos su correlacion con la actina-F y sus
cambios durante la capacitacion. Usando microscopia confocal, se identificO a
vinculina y actina—F co-localizando en la regién acrosomal de los espermatozoides no
capacitados (Fig. 16). A los 60 minutos de capacitacion aumenta la cantidad de
moléculas de proteina interaccionando entre si, en el acrosoma. Después de 90 min,
la co-localizacion fue intensa y limitada a la region apical de acrosoma. Se realizaron
ensayos similares para estudiar la interaccion de a-actinina y actina-F, encontrandose
gue ambas co-localizan débilmente en la periferia del acrosoma, en espermatozoides
no capacitados, y aumenta la intensidad en la sefial fluorescente en los
espermatozoides capacitados (Fig. 17). Estos resultados demuestran que ambas
proteinas de adhesion focal podrian participar tanto en la formacion de los complejos
de adhesion focal, como en la remodelacion del citoesqueleto de actina. Para
determinar si FAK interviene también en estos cambios, se realizaron ensayos de co-
localizacién de actina-F/vinculina y actina-F/a-actinina, en presencia del inhibidor de
FAK, PF573228. Lainhibicion después de 90 minutos de capacitacion, actina-F mostro

una intensidad en la fluorescencia menor en presencia de PF573228 y baja o nula
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intensidad fluorescente en la co-localizacion de actina-F con vinculina o a- actinina

(Figs. 16 y 17). Estos resultados sugieren que durante la capacitacion FAK esté

involucrada en la organizacién y mantenimiento del citoesqueleto de actina.

8.6 Caracterizacion de la Adhesion de Espermatozoides con la
Matriz Extracelular In Vitro.

8.6.1 Adhesién de los espermatozoides a proteinas de la matriz

extracelular
Los espermatozoides de los mamiferos [97-99] presentas varias integrinas (a5B1,
a6p1 y aVB3) con capacidad de asociarse con matrices extracelulares compuestas por
fibronectina, laminina o colageno. En los espermatozoides del cobayo, detectamos
mediante inmunoblot la presencia de las cadenas a5, a6 y aV, asi como B1y B3, las
cuales fueron localizadas en la region acrosomal y el flagelo (Fig. 18). Lo sugiere que
estas células pueden tener la capacidad de asociarse con matrices compuestas de
fibronectina, laminina o colageno, por lo que se realizaron ensayos in vitro para evaluar
la capacidad de adhesion de los espermatozoides a matrices extracelulares y sus
potenciales efectos sobre la fisiologia espermatica. Respecto a matrices de FN, los
espermatozoides capacitados se adhirieron en un rango de 50-100 ug/ml (datos no
mostrados). La adherencia se presenta en la cabeza, y mantienen su flagelo batiendo.
En cambio, los espermatozoides no se adhirieron a matrices de laminina ni colageno
tipo I, en el mismo rango de concentracion. Luego determinamos en qué momento los
espermatozoides son capaces de adherirse a FN; los espermatozoides no capaci -

tados fueron incapaces de adherirse a la matriz (dato no mostrado), mientras
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Figura 15. El inhibidor de FAK y Latrunculina-A evitan la polimerizacién de actina durante la
capacitacion. A) Los efectos de Inhibicién de FAK y Lat-A sobre polimerizacién de actina, en
espermatozoides de cobayo que fueron capacitados por 60 min en presencia o en ausencia de
PF573228 (5 uM) o Lat - A (50 uM). La actina-F se tifié usando faloidina marcada con TRITC. Las
imagenes de fluorescencia son representativas de tres experimentos. B) Los niveles de
fluorescencia de la faloidina marcada con TRITC fueron cuantificados utilizando el software Nis
Elements version 3.1 para definir el curso tiempo de actina-F durante la capacitacién en
presencia o ausencia de PF573224 o Lat-A (media £ s.e.m., n =5 experimentos independientes).
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Figura 16. Co-localizacién de vinculina y actina-F durante la capacitacion. En la determinacién
de la a interaccién del complejo de adhesién focal con el citoesqueleto de actina, vinculina 'y
actina-F estas fueron co-localizadas en espermatozoides no capacitados y capacitados y en
aquellos capacitados en presencia de PF573228. Los espermatozoides se fijaron con
formaldehido y las proteinas fueron detectadas utilizando el anticuerpo anti-vinculina (verde) y
faloidina marcada con TRITC (rojo). También se muestran las imagenes de contraste de fases
(CF). Las im&genes son representativas de tres experimentos independientes.
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gue después de 30 minutos de capacitacion si se adhirieron a la matriz de FN
(~93%) (Fig. 19A), y conforme transcurre el tiempo de incubacion el nimero de
espermatozoides adheridos disminuye gradualmente, de tal forma que a partir de 5
horas de incubacion se observé un minimo de espermatozoides adheridos (~1%)
(Fig. 19A); interesantemente estos espermatozoides mantuvieron su movilidad

durante toda la incubacion.

Se ha descrito que durante la capacitacion, se forman agregados [122]. Debido a esto
se valoro el niumero de agregados o rosetas que se forman durante la capacitacion,
observandose un incremento gradual del nimero de rosetas durante las primeras
horas de incubacion, alcanzando un maximo a las 6 horas, seguido de una disminucion
drastica en el numero rosetas (Fig. 19B), debido a que los espermatozoides se separan
unos de otros, es importante mencionar que los espermatozoides que se disgregaron
de las rosetas se percibieron en estado hiperactivado; sin embargo, al evaluar la RA,
se observo que, bajo estas condiciones de incubacion, los espermatozoides muestran

una taza muy baja de RA (Fig. 19C).

8.6.2 Efecto de lafibronectina soluble sobre la reaccion acrosomal
Con el fin de comparar los efectos de la adhesién de los espermatozoides a una matriz
de FN con respecto a la interaccion de los espermatozoides con FN soluble, los
espermatozoides se capacitaron en presencia de FN (0, 50 y 100 pg/ml). Los
resultados muestran que los espermatozoides capacitados en presencia de FN soluble
experimentaron una RA rapida dependiente de la concentracion de FN; después de

120 min de incubacién, la RA fue significativamente mas alta en espermatozoides
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Actina-F a-Actinina Merge

Figura 17. Co-localizacién de a-actinina y actina-F durante la capacitacién. Para determinar la
interaccion de a-actinina con el citoesqueleto. a- actinina y actina-F fueron co-localizados en los
espermatozoides no capacitados y capacitados y en aquellos capacitados en presencia de PF-
573228. Los espermatozoides se fijaron con formaldehido y las proteinas se detectaron
utilizando el anticuerpo anti a-actinina (rojo) y faloidina marcada con FITC (verde). También se
muestran las iméagenes de contraste de fases (CF). Las imagenes son representativas de tres

experimentos independientes.
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capacitados en presencia de las dos concentraciones de FN ensayadas (P=0.01,
P=0.03, respectivamente) con respecto al control (Fig. 20). Los resultados sugieren
gue dependiendo de la forma en que los espermatozoides interaccionan con FN, los

efectos sobre la fisiologia espermética son diferentes.

No Capacitado I
125-
Capacitado

No Cap

IIII )

Fibronectina

Figura 18. Presencia de a6, a5, B3, av y fibronectina (FN) en los espermatozoides del cobayo no
capacitados y capacitados. A) Ensayos de inmunocitoquimica se realizaron para determinar la
localizacion de las integrinas a6, a5, B3, av y FN, B), por inmunofluorescencia indirecta usando
anticuerpos especificos contra cada unade las proteinas. Parala deteccién de las integrinas a6,
a5, B3, av A) y FN B), en los espermatozoides del cobayo, 100 pg extractos de esperma se
resolvieron mediante SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y las proteinas
fueron detectadas usando anticuerpos especificos. (A) Integrina a5, integrina a6, av, $3; B) FN.
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Figura 19. Ensayos de adhesion a fibronectina (FN) in vitro. (A) Proporcién de espermatozoides
gue se adhirieron a FN (promedio + S.D.) durante 7 horas de incubacién en medio Tyrode. (B)
Promedio de rosetas formadas. (C) Porcentaje de espermatozoides que sufrieron RA (promedio
+ S.D., N=3 experimentos independientes).
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Figura 20. Efecto de fibronectina (FN) sobre la reaccion y acrosomal del esperma de cobayo en
suspensién. Espermatozoides méviles se incubaron durante 3 h en medio Tyrode en presencia
de diferentes concentraciones de FN 0, 50 y 100 ug / ml y en ausencia. Los resultados representan
la media +SEM de tres experimentos con diferentes cobayos (*P <0.05).
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9 DISCUSION

Se sabe desde hace tiempo que las integrinas o631, a5p1 y avp3 se encuentran en
los espermatozoides de ratdn, bovino y ser humano, y se ha sugerido su participacion
en la adhesion y fusién de gametos [97-99]. La presencia de estas proteinas sugiere
la existencia de proteinas de adhesién focal en los espermatozoides de mamiferos, las
cuales podrian participar en procesos especificos del espermatozoide, como la
capacitacion, la RA o la sobrevivencia esperméatica. FAK, paxilina, vinculina, talina 'y a-
actinina son las proteinas que constituyen principalmente el complejo de adhesion
focal y estan unidas a la membrana plasmatica a través de las integrinas 1 o 3.
paxilina actia como una proteina importante en el andamiaje para complejos de
adhesion focal, facilitando estas interacciones [115]. Nuestros resultados claramente
indican que este conjunto de proteinas esta presente en espermatozoide de cobayos,
ratones y humanos, donde posiblemente forman dos complejos: el primero, compuesto
de integrina-B1, FAK, paxilina, vinculina, a-actinina, y talina localizadas en la region del
acrosoma, y el segundo formado de integrina-B1, FAK, paxilina y a-actinina localizadas
en la pieza media del flagelo. La presencia y localizacion similar de las proteinas de
adhesion focal en los espermatozoides de las tres diferentes especies, sugieren que
son importantes para los procesos de capacitacién y la RA. Proponemos que el
complejo localizado en el acrosoma esta involucrado en el mantenimiento de su
integridad, tal vez a través de un citoesqueleto de actina que es remodelado durante
la capacitaciéon. Probablemente, FAK y la estructuracion correcta del citoesqueleto son

necesarios para mantener el acrosoma y llevar a cabo la RA en el tiempo apropiado.
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También se propone que el complejo asociado con la pieza media contribuye a la
estructura de esta regién y podria estar implicado en la activacion de vias de
sefalizacion relacionadas con su movilidad; sin embargo, es necesario investigar mas
a fondo para confirmar este papel.

Los resultados obtenidos en este trabajo detallan cambios en la co-localizacion y co-
inmunoprecipitacion de paxilina con vinculina y talina, sugiriendo que, en los
espermatozoides no capacitados, las proteinas talina y vinculina se asocian
débilmente con paxilina y, por lo tanto, con el complejo de adhesion focal. Por el
contrario, en los espermatozoides capacitados, tanto talina como vinculina se
asociaron fuertemente con el complejo, sugiriendo que el complejo de adhesion focal
se estabiliza durante la capacitacion. Se ha propuesto por Lawson y colaboradores en
el 2012 que en los complejos de adhesion nacientes, talina y vinculina no estan
asociadas con el complejo y se reclutan en entre 30 y 60 minutos, después de la
interaccion de FN con integrina-p1, formando asi un complejo de adhesién maduro
[123-125]. De hecho, la asociacion de talina con el complejo de adhesidén es un
requisito previo para que vinculina interactie con el complejo de adhesion focal [123,
125]. Recientemente, la interaccion de vinculina con el complejo talina-integrina ha
demostrado impulsar el reclutamiento, liberacién y reorganizacion de los componentes
clave de la adhesion focal [125]. Estas observaciones apoyan nuestros resultados y
podrian implicar que los complejos de adhesion focal son nacientes en
espermatozoides no capacitados y maduros en espermatozoides capacitados. De la

misma manera, talina y vinculina se encuentran asociadas con el complejo
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aproximadamente a los 60 min de capacitacion, que es similar a lo reportado para la
formacion de un complejo de adhesion maduro en fibroblastos [124].

El principal evento que caracteriza la fosforilacion de FAK es su autofosforilacion en
Tyr397. También se sabe que FAK fosforila a paxilina en Tyr31y Tyrl18 y que, como
resultado de esta fosforilacion, paxilina genera sitios de unién para el reclutamiento de
muchas moléculas de sefializacion relacionadas con la dinamica de adhesion focal
[85]. Nuestros resultados muestran que un aumento en la autofosforilaciéon de FAK se
relaciona con un aumento en la fosforilacién de paxilina. Es importante resaltar que el
aumento en la fosforilacion observada en la region acrosomal y la pieza intermedia se
correlacionan con los sitios donde FAK y paxilina se localizan. Este hallazgo sugiere
gue la fosforilacion de FAK y paxilina podrian facilitar el reclutamiento de talina y
vinculina. Ademas, la asociacion directa de vinculina con actina-F indica que el
reclutamiento de talina y vinculina esta relacionado con una mayor interaccion de estos
complejos de adhesion focal con el citoesqueleto de actina [119, 120]. Durante esta
interaccion, vinculina incrementa su co-localizacion con actina-F alrededor de 60
minutos de la capacitacion. Poco después, su co-localizacién se limita a la region
apical del acrosoma, lo que sugiere una remodelacion del citoesqueleto en la region
del acrosoma, de tal manera que se forma una barrera entre la membrana plasmatica
y la membrana acrosomal externa para evitar una RA temprana. Se ha descrito una
remodelacion similar del citoesqueleto de actina, donde se polariza una cantidad
significativa de actina-F en la region apical del acrosoma, en espermatozoides
capacitados de cerdo, bovino, cobayo y carnero [32-35]. Por otra parte, la inhibicién de
FAK evito la polimerizacion de actina y la co-localizacion de vinculina y a-actinina con
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actina-F, lo que sugiere que FAK puede dirigir la remodelacion del citoesqueleto de
actina. El aumento de co-localizacion de a-actinina y actina-F puede sugerir que la a-
actinina aumenta el entrecruzamiento de los filamentos de actina. Sin embargo, no
pudimos confirmar una interaccién entre a-actinina y las proteinas de adhesién focal
porque la a-actinina fue coinmunoprecipitada en cantidades muy pequefias con
paxilina. Este resultado puede explicarse por la fuerte asociacion de a-actinina con
filamentos de actina, mas que con los complejos de adhesion focal [121].

La fosforilacion de las proteinas en residuos de Tyr pareciera ser un evento
determinante de la capacitacion [126]. Un estudio reciente realizado en
espermatozoides de raton propuso que FAK no esta involucrada en la fosforilacion en
Tyr, ya que cuando FAK es inhibido por PF537228 la fosforilacion en residuos de Tyr
no se ve afectada [101]. En el presente trabajo, obtuvimos un resultado similar; pero
también se encontro que la inhibicion de FAK tiene otros efectos sobre la fosforilacion
de Tyr. La inhibicién de FAK resulté en una fosforilacion temprana de Tyr en el flagelo
y el acrosoma, lo cual conduce, probablemente, a una capacitacion temprana, y por lo
tanto a una RA anticipada. Proponemos que el incremento controlado de la
fosforilacién de proteinas en Tyr durante la capacitacion requiere de la activacion de
FAK, donde es relevante la polimerizacion de actina que se produce durante la
capacitacion, en conjunto estos dos factores regularian la normal y controlada
fosforilacidn de proteinas en Tyr. Tres pruebas apoyan esta suposicion: 1) la inhibicién
de FAK bloqued la polimerizacién de actina, pero no la fosforilacién de proteinas en
Tyr y aumento la RA ; 2) Lat-A, un inhibidor significativo de la polimerizacion de actina,
produjo un resultado similar al observado por la inhibicion de FAK, y la fosforilacion de
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proteinas en Tyr no se bloqued y aumento la RA; y 3) un trabajo anterior también
demostré que la inhibicion de la polimerizacion de actina durante la capacitacién por
citocalasina-D no impide la capacitacion o la fosforilacion en Tyr proceda normalmente
[127]. En conclusion, la estructuracion adecuada del citoesqueleto de actina durante
la capacitacion conduce a una fosforilacion en Tyr apropiada y controlada la que podria
formar parte del mecanismo que regula la actividad de PKA. Por lo tanto, el bloqueo
de la polimerizacién de actina asociada con la capacitacién, podria conducir a un
incremento en la actividad de PKA y, por consiguiente, a un incremento temprano de
la fosforilacion de Tyr. De manera interesante, la desestructuracion del citoesqueleto
de actina por citocalasina-D mejora la produccion de AMPc vy la fosforilacion de los
sustratos de PKA, en respuesta a la prostaciclina [128].

Es importante considerar que en los espermatozoides no capacitados de humanos y
ratones la fosforilacion en residuos de Tyr es muy baja [117, 129]; mientras que en
cobayos muestra un estado basal que incrementa durante la capacitacion y es
disminuida en presencia del inhibidor H89, un antagonista de la PKA, Por tanto,
proponemos que tal vez PKA tiene una actividad basal en espermatozoides de cobayo
no capacitados, de tal manera que las tirosinas cinasas permanecen activas.

El analisis funcional de la inhibicion de FAK muestra dos efectos importantes sobre los
espermatozoides. En primer lugar, los tratados con un inhibidor de FAK, el PF573228,
tuvo una RA acelerada dependiente de Ca?*. El segundo efecto se asocia con una RA
temprana cuando inhibimos la polimerizacion de actina, la cual en células somaticas
es critica para controlar los procesos de exocitosis, ya que los filamentos de actina
crean una barrera fisica que evita la fusion de membranas [24]. En espermatozoides
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de mamiferos, esta barrera se forma durante la capacitacién [24, 26] manteniendo
intacto el acrosoma hasta su encuentro con el 6vulo. Sugerimos que la inhibicion de
FAK altera la polimerizacion de actina, evitando asi la remodelacion del citoesqueleto
de actina en la regién apical del acrosoma, hasta el punto en que la barrera de
filamentos de actina no se produce. Como consecuencia, la concentraciéon de Ca?*
incrementa durante la capacitacion permitiendo la fusion temprana de membranas a,
y por lo tanto la RA. Esta hipotesis es soportada por la inhibicién de la polimerizacién
de actina por Lat-A, la cual incrementa también la RA después de 60 minutos de
capacitacion. Potencialmente, Lat-A puede tomar mas tiempo para destruir los
filamentos de actina que el inhibidor de FAK.

FAK es una cinasa que esta involucrada en la polimerizacion de actina, la
remodelacion del citoesqueleto y la formacion y desensamble de las estructuras de
adhesion celular, lo que en parte, se logra regulando la actividad de las GTPasas de
la familia de Rho, como RhoA o Racl, proteinas involucradas en la polimerizacién de
actina [88, 94, 130], y que han sido encontrada en los espermatozoides de los
mamiferos [32, 131]. RhoA fue relacionada recientemente con la polimerizacién de
actina en espermatozoides del raton [40]. Resultados recientes en nuestro laboratorio
muestran que RhoA se activa durante la capacitacion y que la inhibicion de FAK por
PF573228 evita su activacion (datos no mostrados).

Una pregunta que surge de estos resultados es ¢(Como se activa FAK durante la
capacitacion? FAK es una tirosina cinasa no receptora que recluta a las proteinas
agrupadas por las integrinas. Modelos canonicos postulan que las integrinas activan a
FAK (via autofosforilacion en el residuo 397), en respuesta a la union de las integrinas
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a sus ligandos en la matriz extracelular, tales como FN, colageno o laminina [124]. Es
sabido que los espermatozoides, durante la capacitacion in vitro, interactian a través
de la region de la cabeza, formando rosetas, fendbmeno llamado conjugacion
espermatica [122]. Debido a que, una parte de este trabajo la capacitacion se realizo
in vitro y en un medio que no contenia proteinas de la MEC, propusimos que FN, una
proteina encontrada en la superficie de las cabezas de espermatozoides de humanos,
porcino, bovino y carnero [70, 99, 126, 132], podria estar implicada en la activacion de
FAK, a través de la interaccion de FN con alguna de las integrina presentes en los en
la superficie se los espermatozoides.

FAK es el componente clave en la via de sefalizacion mediada por integrinas y puede
ser activada por ellas. Cuando las integrinas se unen a la MEC, se agrupan en la
membrana celular y se asocian con el citoesqueleto formando un complejo de
sefalizacion que promueve el ensamblaje de actina-F vy, finalmente, unen las
adhesiones focales al citoesqueleto de actina, desencadenando cascadas de
transduccion de sefales, principalmente la via MAPK [133].

En este trabajo reportamos que los espermatozoides se unen solamente a la matriz
ricaen FN. La FN se encuentra en las células epiteliales del istmo oviductal [135, 136]
y su receptor principal es la integrina a5p1, presente en los espermatozoides del
cobayo. El istmo es el lugar donde los espermatozoides con morfologia normal, buena
movilidad e integridad de membrana, bajos niveles de Ca?* citosélico o estado de
capacitacion y fosforilacion de proteinas en tirosina reducidos, se unen y mantienen
vivos hasta el momento de la fecundacion [49, 60, 65, 137]. Por tanto, sugerimos que
la interaccion FN-a5B1 puede participar en el incremento de la sobrevivencia
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espermatica cuando se mantiene adherido a las células epiteliales del istmo. La
interaccion FN-a5B1 es una de las vias de sefializacion relacionada con la
sobrevivencia celular en fibroblastos [138-140]. Se sabe que la union de las integrinas
a sus ligandos activan vias de transduccion de sefales diferentes, tales como un
aumento intracelular de Ca?* o la activacién de cinasas, tales como PKA, IP3K, PKCy
Src, las cuales estan involucradas en la regulacién de la funcion espermatica [9].

En conjunto los resultados de la adhesion de los espermatozoides a la matriz de FN,
muestran que los espermatozoides requieren de un tiempo minimo de capacitacién
para poder adherirse a la matriz, lo que podria estar relacionado con el armado de los
complejos de adhesion que requieren de 30-60 minutos de capacitacion para formarse
[141]. Al parecer, al asociarse con la matriz, los espermatozoides se detienen en un
estado de capacitacion baja ya que, hasta que se despegan de la matriz, contindan
con el proceso de capacitacion y logran formar rosetas. El hecho de que los
espermatozoides adheridos a la matriz de FN no continden su capacitacion nos hace
pensar que la adhesidn activa vias de sefializacion que permiten la sobrevivencia de
los espermatozoides, en las que tanto FAK, como las vias de mecanotension y el
citoesqueleto de actina estarian involucrados. Cuando los espermatozoides se
desprenden de la matriz forman rosetas [122]. Sugerimos que la interaccion entre los
espermatozoides permite una sincronia en la capacitacion, esto a través de la
activacion de vias de sefializacién que regulan la capacitacion. Es interesante que la
interaccién espermatica que llevan a cabo es a través de su cabeza y proponemos
podrian también participar las integrinas, ya que, como es sabido, los espermatozoides
contienen FN en su superficie externa [70, 99, 132, 142].
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En este trabajo, ademas, se mostré que los espermatozoides unidos a la matriz rica
en FN se mantienen vivos por mas tiempo (7 h), en buenas condiciones y casi no
sufren RA, probablemente porque su citoesqueleto se mantiene bien estructurado, en
comparacién con los que se capacitaron en suspension en presencia de FN, que desde
los 30 min experimentan RA, alcanzado un maximo a las dos horas de incubacién.
Estos resultados sugieren que dependiendo de la forma en que los espermatozoides
interactien con FN, se activan vias de sefalizacion diferentes. Cuando se capacitan
espermatozoides de humano en presencia de FN o laminina soluble, se activan vias
de sefalizacion que incrementan rapidamente la fosforilacion en Tyr y la captacion de
Ca?*, lo que lleva a una RA temprana [143, 144]. Es posible que la interaccion de los
espermatozoides con la matriz de FN active vias de sefalizacion relacionadas con la
sobrevivencia celular (FAK/Grb/ERK1/2, FAK/Src/PIK3-AKT), y aquellas relacionadas
con la mecanotension (FAK/ERK1/2/GEFH1/RhoA) [39, 40]. Se puede concluir que la
relacion FN-integrina-FAK tiene un papel preponderante en el proceso de
sobrevivencia espermatica.

Es posible que el modelo desarrollado en este trabajo refleje parte del comportamiento
de los espermatozoides en la region del istmo. Las evidencias hasta ahora muestran
gue: 1) Solo espermatozoides con niveles de capacitacion bajos son lo que se adhieren
al epitelio del istmo; 2) Los espermatozoides adheridos al epitelio no terminan la
capacitacion sino hasta que se desprenden del epitelio; y 3) Los espermatozoides
adheridos incrementan su vida media por varias horas [2, 10]. Todos estos puntos

concuerdan con los resultados obtenidos en nuestro modelo.
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10 CONCLUSIONES

1. Los espermatozoides de cobayo, al igual que los de raton y del humano, presentan
proteinas de adhesion focal, que forman complejos de adhesion focal durante la
capacitacion.

2. La actividad de FAK se relaciona con la regulacion de la capacitacion a través de la
fosforilacién en residuos de Tyr de las proteinas espermaticas.

3. La actividad de FAK regula la reaccion acrosomal al no permitir que suceda
tempranamente, esto regulando la polimerizacion y estructuracion del citoesqueleto de
actina, durante la capacitacion.

4. La formacion de complejos de adhesion durante la capacitacion esta asociada con

la remodelacion del citoesqueleto de actina y su interaccion con este.

5. Los espermatozoides capacitados pueden adherirse a una matriz de fibronectina,

pero no a las a matrices de laminina o colageno tipo I.

6. La adhesion de espermatozoides a una matriz de FN cambia su fisiologia,
incrementando su sobrevivencia por varias horas, al evitar la reaccion acrosomal por

un periodo de tiempo largo.

7. El modelo desarrollado en este trabajo simula, en parte, el comportamiento de los

espermatozoides cuando se adhieren al epitelio del istmo.
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11 PERSPECTIVAS

Después de la descripcion, andlisis y discusién de los resultados de esta tesis doctoral,
se abren varias vertientes para el desarrollo de investigaciones futuras que se resumen
a continuacion:

1. Determinar cudl de las integrinas presentes en los espermatozoides es la encargada
de asociarse con la matriz de FN y activar las vias de sefializacion relacionadas con
mecanotensién y sobrevivencia.

2. Determinar el estatus acrosomal de los espermatozoides adheridos a la matriz de
FN.

3. Valorar la fosforilacion en residuos de Tyr de los espermatozoides adheridos.

4. Establecer si existe una relacion entre el citoesqueleto de actina y la sobrevivencia

dependiente de FN asociada con una matriz de FN.

5. Determinar el papel de las vias de mecanotension y sobrevivencia en el incremento

de la vida media de los espermatozoides asociados con una matriz de FN.

6. Establecer el papel de FAK en el incremento de la sobrevivencia espermatica.

7. Desarrollar este modelo en espermatozoides de humano y establecer su posible uso

en la clinica.
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13 FIGURAS SUPLEMENTARIAS
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Figura Suplementaria 1. Proteinas de adhesion focal en extractos de células delalineade cancer
de mama MDA-MB-231 y en espermatozoides de raton y humano respectivamente (datos no
mostrados). Deteccion de proteinas de adhesién focal en extractos de: A) células MDA, (B)
extractos de espermatozoides del ratén y (C) humano que se resolvieron mediante SDS-PAGE,
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y las proteinas fueron detectadas usando
anticuerpos especificos. (1) integrina-p1, (2) paxilina, (3) FAK, (4) vinculina, (5) a-actinina, y (6)
talina.
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Figura Suplementaria 2. Ensayos de inmunocitoquimica para determinar la localizacién
subcelular de las proteinas de adhesién focal en los espermatozoides de ratén y humano. Los
paneles de laizquierda corresponden ala localizacidén de integrina- 1, paxilina, FAK, vinculina,
a-actinina, y talina. Los paneles de laderecha corresponden alas imagenes de campo claro. Las
imagenes son representativas de tres experimentos independientes.
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Figura Suplementaria 3. Viabilidad de los espermatozoides tratados con PF573228. A). IF de los
espermatozoides capacitados 60 min y tratados con PF573228 (5 uM) y espermatozoides
capacitados 30 min y permeabilizados con triton X 100 0.01% en PBS (el control positivo). B)
Cuantificacion de la fluorescencia del IP de las muestras tratadas y no tratadas Los
espermatozoides capacitados en ausencia del inhibidor después de 60 min de capacitacién
mostraron un 96.33% + 0.84 (media * s.e.m., N=3) de viabilidad, mientras que los
espermatozoides capacitados en presencia de 10 yM de PF573228, la concentracion mas alta
probada, fue de, 95.67%*1.46 (media + s.e.m., N=3), una diferencia no significativa.
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Figura Suplementaria 4. Determinacién de la concentracion de PF5732228. Los espermatozoides
fueron capacitados en medio MCM-PL en presencia de diferentes concentraciones del inhibidor
PF573228 (0.5-10 um) y la RA fue cuantificada. El maximo efecto se observé entre los 2.5y 5 ym
de PF573228
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14 ABREVIATURAS

[Ca2+]i: Calcio intracelular

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

ATP Adenosin trifosfato

Ca?* Calcio

Cap Capacitado

FAK Cinasa de adhesién focal

FN Fibronectina

FP-Tyr Fosforilacién de proteinas en residuos tirosina
GAP Proteina activadora de GTPasa

GEF Factor intercambiador de nucledétido de guanina
Lat-A Latrunculina A

MCM-PL Medio minimo de cultivo que contiene piruvato y lactato
NC No capacitado

PBS Buffer fosfato salino

PF-573228 Inhibidor de FAK

PKA Proteina cinasa A

RA Reaccion acrosomal

ZP Zona pellcida
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15 ANEXOS

15.1 Solucién isoténica [NaCl a 0.154 M]
Diluir 4.5 g de NaCl en 500 ml de agua destilada
15.2 PBS 10X

Para preparar un litro de PBS 10X pH 7.4

Se pesan los siguientes reactivos:

Cloruro de Sodio NaCl 0.14 M

Fosfato de Potasio Monobasico KH2PO41.5 mM

Fosfato de Sodio Dibasico 7ehidrato Na,HPOse7H20 8.1 M
Cloruro de Potasio KCI 2.7mM

Se ajustaelpHa 7.4

15.3 PBS-Triton X 100 al 0.1%

Tomar 99.9 ml de PBS 1X y 0.1 ml de tritdbn X-100 y mezclar.

15.4 Medio MCM-PL (medio capacitante)

Se realizaron stocks 10X para los cuales se pesaron:

3.0705 g de NaCl

0.1257 g de CaCl,*2H,0

1.05305 g de NaHCOz3-

Cada uno se diluye en 50 ml de agua destilada.

Se Toma 5ml de cada stock, se adiciond 87.5 pl de acido lactico (pureza 89.4%),
también se adiciond 0.00138 g de piruvato de sodio, se mide el pH para ajustar a 7.8
y posteriormente se aforé a 50 ml. Se realizan alicuotas para uso posterior -20° C
Tomado de Roger & Yanagimachi, 1951 (Biol. Rep 13: 568-575)
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15.5 Solucién de Tyrode

Piruvato de sodio 0.25

Acido lactico20mM

0.36 NaH2PO4

118 mM NacCl

2.8 mM KClI

11.9 mM NaHCOzs"

5.56 mM Glucosa

1.8 mM CacClz

2.8 mM MgCl»

pH 7.8

Cada uno se diluye en 50 ml de agua destilada excepto el acido lactico y el piruvato
de sodio. Se Toma 5ml de cada stock, se adicion6 87.5 ul de acido lactico (pureza
89.4%), también se adicion6 0.00138 g de piruvato de sodio, se mide el pH para
ajustar a 7.8 y posteriormente se afor6 a 50 ml. Se realizan alicuotas para uso
posterior -20° C

Tomado de Roger & Yanagimachi, 1975 (Biol. Rep 13: 568-575)
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15.6 Amortiguador de lisis para proteinas No fosforiladas

Sustancia Cantidad Stocks Concentracion
deseada
NP40 20ul
20pl Img/ml 10mg/ml
lodoacetamida
Inhibidor de Tripsina 2ul 1mg/ml lpg/ml
100ul 1mg/ml 50ug /mi
Benzamidina
5pul 2mg/ml 2pg/mi
Pepstatina
5pul 2mg/ml 2pg/mi
Leupeptina
5pul 2mg/ml 4ug/mi
Aprotinina
50pl 10X(DMSO) 1mM
PMSF 10X
50ul ltableta/1mide
Complete H20
1733ul
PBS
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15.7 Amortiguador de lisis para proteinas fosforiladas modificado

para proteinas que se degradan como FAK

Sustancia Cantidad Stocks Concentracion deseada
NP40 20ul
lodoacetamida 20ul Img/ml 10pg/ml
Inhibidor de Tripsina
5ul Img/ml S5ug/ml
Benzamidina 0.0006g Disuelto en Tris 50 mM, | 2mM
EDTA4mMpH 7.4
(100 pi)
Pepstatina 5ul 2mg/mi 2ug/ml
Leupeptina 5ul 2mg/mi 2 pg/mi
Aprotinina 5ul 2mg/ml 4ug/ml
Complete 50ul ltableta/ 1ml de H20
Ortovanadato de Na+ | 920l 108.75mM 50mM
NaF+ 20l 950mM 10mM
Glicerol 200pl Directo 10%
p-ABA 0.0008 g Disuelto en Tris50 mM, | 2mM
EDTA 4mM pH 7.4 (100
pl)
PHMB 0.0014 g Disuelto en Tris 50 mM, | 2mM
EDTA4mMpH 7.4
(100 I + unos granitos
de Tris base)
PMSF 0.0006 g Disolver en 10 pl 2mM
(MEOH,DMS o DMF)
TLCK 20 ul 10mM 100uM
ALLN 20 ul 26.7mM 250uM
Suma 1600 pl
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15.8 Gel separador

En un tubo limpio se adicionan los siguientes reactivos para el gel separador al 10%
para 10 mi:

4 ml de Agua

3.3 ml de 30%de Acrilamida mix

2.5 ml de 1.5M tris (pH 8.8)

0.1 ml de 10% SDS

0.1 ml de 10% APS

15.9 Gel Concentrador

En un tubo limpio se adicionan los siguientes reactivos para el gel concentrador para
4 ml:

2.7 ml de agua

0.67 ml de 30% de acrilamida mix

0.5 ml de 1 M tris (pH 6.8)

0.04 ml de 10% SDS

0.04 ml de 10% APS

0.004 ml de TEMED

Solucion de monomeros o 30% de Acrilamida mix

1. En un recipiente se adiciona:

30 g de Acrilamida

0.8 g de Bis acrilamida

100 ml agua desionizada cbp

2. Se filtra y se guarda en la oscuridad

Lauril sulfato de sodio (SDS) Al 10%

1. Se pesa 10 g de lauril sulfato de sodio en un recipiente

2. Se afora a 100 ml con agua desionizada

Persulfato de amonio (APS) Al 10%

1. Se peso 0.1 g de Persulfato de Amonio en un tubo eppendorf

2. Adicionar 1 ml de agua desionizada.

Tris 1.5 M pH 8.8

1. Se pes6 91 g de Tris y se diluyen en 300 ml de agua desionizada
2. Se ajusta el pH a 8.8

3. Se afora a 500 ml y se filtra.

Tris1 MpH 6.8

4. Se pes6 24.22 g de Tris y se diluyen en 100 ml de agua desionizada
5. Se ajusta el pHa 6.8

6. Se afora a 200 ml y se filtra 004 m de TEMED
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15.10 Amortiguador de Tricinal0OX

En un recipiente se diluyen con agua destilada:

121.1 g de Tris base al 0.1 M

179.2 g de Tricina 0.1 M

10 gde SDS al 1%

Se afora a 1 L de agua desionizada. Para 1X se toman 100 ml de 10X y aforar 1 L
con agua destilada

15.11 Buffer de Laemmli 3X

Para 10 ml de buffer se disuelven:

1.5 ml Tris 0.125 M pH=6.8

3 ml de glicerol al 50%

5 ml de SDS al 10%

0.5 ml de 2 — mercaptoetanol al 10%

1 mg de azul de bromofenol al 0.005%

15.12 Buffer de Corrida: [tris 0.025 M - Glicina 0.192 M — SDS 0.1%)]
10X

En un recipiente se diluyeron con agua desionizada:
30 g de Trizma base

144 g de Glicina

10 g de SDS

Se afora a 1 L de agua desionizada

15.13 Amortiguador de Transferencia
100 ml de Glicina 10X

200 ml de Metanol
Se afora a 1L con agua hélix

15.14 Solucién de blogueo para WB

Para 100 ml de solucién se pesan 5 g de leche se diluyen en 100 ml de PBS—Tritén o
PBS-Tween
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15.15 Solucién Stripping

Para 1 Litro

Se pesa 7.5 g Glicina para tener 25 mM

Se pesa 9 g de NaCl para tener 0.9% w/v

Se disuelve en agua destilada y se ajusta el pH a 2.3
10 g de SDS 1% wlv

Y se afora a un litro.

15.16 Solucion fijadora:

Formaldehido al 4% y Glutaraldehido al 0.2%

Del Gultaraldehido al 25% se tomaron 800 ul para obtener una concentracion de
0.2%

Del Formaldehido al 36% se tomaron 8.3 mL para obtener una concentracion al 4%
Se afora a 100 ml con PBS 1X

15.17 Cloruro de amonio [NH4Cl a 50 mM]

Se pesan 0.1337 g de NH4CI
Se diluye en 50 ml de PBS 1X
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