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Resumen

Durante la capacitacion, la polimerizacion de actina y el desarrollo de la movilidad
hiperactivada son procesos muy importantes para la adquisicion de la capacidad
fecundante de los espermatozoides. Sin embargo, el mecanismo molecular que los
regula no ha sido completamente dilucidado. En células somaticas, la proteina Racl
promueve la polimerizaciébn de la actina a través de su interaccion con WAVE
(WASP-like verprolin-homologous protein) y la activacion del complejo Arp2/3.
Aunque Racl se ha localizado en espermatozoides de mamiferos, su papel en la
fisiologia espermatica es desconocido. El objetivo del presente trabajo fue elucidar la
funcion de Racl en los espermatozoides. Mediante microscopia confocal se
estudiaron los cambios que sufria Racl durante la capacitacion. Los resultados
muestran que Racl cambia de localizacion durante la capacitacion; en
espermatozoides no capacitados Racl se localiz6 en todo el acrosoma y a lo largo
del flagelo, mientras que en los capacitados, en la zona apical del acrosoma y a lo
largo del flagelo. Para determinar si Racl actia a través de WAVE, primero se
verificO su presencia, encontrando a la isoforma WAVE3 (Mr.de 60 KDa) a lo largo
del flagelo, tanto en espermatozoides no capacitados como en capacitados. Por
doble marcaje, se observo la colocalizacion de Racl y WAVE3 Unicamente a lo largo
del flagelo. Con el fin de determinar el papel de Racl en la capacitacion, los
espermatozoides se capacitaron en presencia de un inhibidor especifico de Racl
(NCS23766), observandose cambios en la movilidad y la morfologia del flagelo, que
fueron dependientes de la concentracion del inhibidor: la movilidad disminuyé en
comparacién con los controles, mientras que el flagelo adquirié una morfologia curva.
Para determinar si estos cambios se debian a cambios en la actina-F, esta se analizo
mediante faloidina-TRITC. Los espermatozoides tratados con NCS23766 mostraron
una fluorescencia baja, a lo largo del flagelo, en comparacién a los espermatozoides
capacitados. En conjunto, los resultados nos sugieren que Racl puede estar
involucrado en la estabilidad morfolégica y en la movilidad del flagelo de los
espermatozoides a través de la polimerizacion de actina, la cual podria estar
mediada por WAVES.
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Abstract

During sperm capacitation, the actin polymerization and the flagellar hyper-motility
are important to acquire the sperm fertilizing capacity. However, the molecular
mechanisms that regulate such events are not completely elucidated. In somatic
cells, the protein Racl promotes actin polymerization, through its interaction with
WAVE (WASP-like verprolin-homologous protein) and by activating the Arp2/3
complex. Although Racl is identified in the mammalian sperm, its role in sperm
physiology is still unknown. The aim of this study is elucidate the role of Racl in the
spermatozoon. The changes that Racl has during capacitation were studied by
confocal microscopy. The results showed that Racl was located in non-capacitated
sperms in acrosome and along the flagellum, while in capacitated sperms; in the
apical region of the acrosome and along the flagellum. To determine whether Racl
acts through WAVE, it was determined the presence of WAVE3, found the WAVES3
isoform throughout the sperm flagellum in non-capacitated and capacitated states.
Furthermore, we observed co-localization between WAVE3 and Racl along the
flagellum. In order to determine the role of Racl during capacitation, sperms were
capacitated in the presence of the specific inhibitor of Racl (NCS23766), this
produced changes dependent on the inhibitor concentration. The sperm maotility
decreased compared to the controls, whereas the flagellum acquired a pronounced
curved shape. To determine whether these changes are due to changes in the
amount F-actin, we analyzed the changes of F-actin using TRITC-phalloidin.
NCS23766 treated sperm showed a fluorescence decrease in the flagellum,
compared to capacitated sperms. The results suggest a possible participation of Racl
in the stability of the morphology and motility through actin polymerization, which
could be mediated by WAVES3.
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Abreviaturas

e ATP: adenosin trifosfato

e ADP: adenosin difosfato

e AMPc: adenosin monofosfato ciclico

e ENac: Canales de Na' epiteliales

e FS: Vaina Fibrosa

e GAP: Proteina Activadora de GTPasas.

e GEF: Factor Intercambiador de Nucleotidos
e GDI: Inhibidor de Disociacion de Guanina
e Mr: Movilidad relativa

e MS: Vaina mitocondrial

e Nat: 16n Sodio

e ODFs: Fibras densas externas

¢ RA: Reaccion Acrosomal

e MP: Membrana plasmética
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Introduccion

El espermatozoide

El espermatozoide es el producto final del proceso de la espermatogénesis, la
cual se realiza dentro de los tubos seminiferos del testiculo y consiste de divisiones
mitéticas, meidticas y fases postmeioticas. Estos eventos culminan en una célula
altamente diferenciada en estructura y funcion, capaz de transportar el genoma
haploide masculino hasta el 6vulo, para que se pueda combinar con el genoma
haploide femenino, e iniciar el desarrollo de un nuevo organismo (Eddy, 2006).
Morfologicamente, es una célula alargada que mide hasta 60 micrometros de

longitud. Esta cubierto por la membrana plasmatica (Alberts et al, 1989).

Los espermatozoides de los mamiferos se componen de dos secciones principales,
la cabeza y el flagelo, unidos por la pieza conectora. La cabeza se compone de tres
regiones principales: region acrosomal, segmento ecuatorial y segmento
postacrosomal. Contiene al nucleo y al acrosoma, asi como estructuras del
citoesqueleto. El ndcleo contiene el genoma haploide masculino, condensado por
protaminas, y el acrosoma, que es una gran vesicula citoplasmatica que, en su
interior, contiene enzimas hidroliticas y otras proteinas que conforman la matriz

acrosomal (Fig. 1) (Eddy & O’Brien, 1994).




Por otro lado, el flagelo es el aparato movil del espermatozoide en muchos

organismos, se compone de cuatro regiones: pieza de conexion, pieza media, pieza

principal y pieza final (Fig.1) y varia en longitud dependiendo de la especie (10-

100mm) (Darszon et al. 2005).
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Figura 1. Diagrama del espermatozoide humano (izquierda). Distribucion de las regiones

y

membranas de la cabeza del espermatozoide y estructura de la regién pieza media. Tomado y

modificado de Darzon, Nishigaki et al. 2005.

Todo el flagelo contiene un axonema que es una estructura del citoesqueleto y es la

maquinaria que da impulso al espermatozoide.
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La gran mayoria de los axonemas tienen una estructura caracteristica que
comprende 9 dobletes externos de microtubulos, cada doblete posee un microtubulo
A completo y uno B incompleto (de 13 y 10 protofilamentos respectivamente)
dispuestos en un anillo alrededor de dos microtubulos centrales, llamada estructura

9 + 2 (Inaba 2003).

A partir de cada microtibulo A de los dobletes externos se proyectan dos brazos de
dineina (proteina motora dependiente de ATP, asociada con microtabulos) uno
interno y otro externo, que tocan al microtubulo B del doblete adyacente en direccidén
de las manecillas del reloj esto, con la finalidad de promover el movimiento de
curvatura axonemal, que se basa en el deslizamiento activo de los dobletes de
microtubulos axonemales, jugando papeles diferentes en la produccion y regulacion

de la movilidad flagelar (Inaba 2011).

Los espermatozoides de mamiferos, asi como los de otros vertebrados, poseen
estructuras accesorias entre el axonema y la membrana plasmatica, tales como las
mitocondrias, y dos estructuras accesorias, fibras densas externas (ODFs) y la vaina

fibrosa (FS) como se muestra en la Figura 2.

Las vainas mitocondriales se localizan exclusivamente en la pieza media, la cual
abarca un cuarto del total del flagelo y finaliza a nivel del annulus. Dichas vainas se
encuentran enrolladas alrededor de las ODFs, bajo la membrana plasmatica (Fawcett
1975; Phillips 1977). La disposicion de esta vaina mitocondrial alrededor de la pieza

media aporta el ATP para la movilidad flagelar (Curry & Watson 1995).

—
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Mientras que las fibras densas externas, también uno de los elementos del
citoesqueleto, se extiende desde la pieza conectora hasta la parte posterior de la
pieza principal y constan de nueve fibras que abarcan el axonema. En mamiferos las
ODFs estan conformadas, minimo, por 14 polipéptidos de 11 a 87 kDa, que forman
parte de la familia de filamentos intermedios tipo | y Il (Hinsch et al. 2003), lo que
sugiere que la funcién principal de las ODFs es permitir el retroceso elastico del
axonema (Inaba 2003) y proporcionarle fuerza de tensién, evitando de esta manera

su ruptura al transitar por medios viscoelasticos (Baltz et al. 1990).

Por otro lado, la FS, otro elemento del citoesqueleto, que caracteriza la pieza
principal, abarca dos tercios del flagelo, desde el annulus hasta la pieza terminal; es
un cilindrico cénico formado por dos columnas longitudinales y conectadas por dos
costillas circunferenciales y que rodea al axonema y las fibras densas externas
(Fawcett 1975; Si & Okuno 1993). Estd compuesta por minimo 18 polipéptidos, entre
los mas importantes se encuentran AKAP3, AKAP4 y TAKAPS80, tres proteinas de
anclaje de tipo cinasa dependiente de AMPc (Eddy et al. 2003), a las cuales se
asocian otras proteinas que participan en la reorganizacion del citoesqueleto como

Rhofilina que a la vez se asocia con la GTPasa pequefia Rho (Bishop & Hall 2000).

La funcién de la FS es aun desconocida, debido a las moléculas que posee, se ha
sugerido que participa en la movilidad flagelar, funcionado como andamio de muchas
moléculas involucradas en el metabolismo energético y en la transduccion de

sefales relacionadas con la movilidad (Escalier & Albert 2006).

—
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Figura 2. Composicion del flagelo de los espermatozoides de mamiferos. Se encuentra dividido en 4
regiones: pieza de conexion, la pieza media, pieza principal y pieza terminal. Conteniendo un
axonema a lo largo del flagelo. La pieza media esta delimitada en su superficie por la membrana
plasmatica (MP), por debajo se encuentra la vaina mitocondrial (MS) la cual rodea a la region
conformada por 9 fibras densas (ODFs). A nivel de la pieza principal, se observa el lugar que ocupaba

la MS es sustituido por la vaina fibrosa y a nivel de la pieza terminal el axonema solo esta rodeado por
la MP. Tomado y modificado de Austin, 1982.

Capacitacion espermaética

La fecundacion en mamiferos es un evento especie-especifico, siendo el
resultado neto de eventos moleculares complejos. Para que el 6vulo pueda ser
fecundado, el espermatozoide sufre cambios durante: 1) su formacién y desarrollo en

los testiculos (espermatogénesis); 2) su maduracién en el epididimo; y 3) su

capacitacion en el tracto reproductivo femenino.
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Esta ultima es necesaria para que el espermatozoide pueda realizar la reaccion
acrosomal, que libera las enzimas contenidas en el acrosoma y poder atravesar la
zona pelucida para interaccionar con el évulo y asi fecundarlo (Abou-Haila & Tulsiani

2000).

La capacitacion se define, a grosso modo, como el conjunto de modificaciones
bioquimicas y fisiologicas que sufre el espermatozoide en su paso a traves del tracto
reproductor femenino (Abou-Haila & Tulsiani 2000). Este proceso sucede in vivo en
el oviducto o utero en los mamiferos(Suarez & Pacey 2006); puede ser mimetizado in
vitro incubando a los espermatozoides en un medio definido, cuya composicidén se
basa en la del fluido del oviducto: NaHCOjz, Ca,", baja concentracién de K' y
concentraciones fisioldgicas de Na* (Ehrenwald et al. 1990). En muchos de los
casos, este medio contiene sustratos energéticos como piruvato, lactato y glucosa

(Yanagimachi 1994; Rodriguez-Martinez 2007).

En algunas especies, para que se realice eficazmente la capacitacion in vitro se
requiere de un aceptor de colesterol como la albumina sérica, aunque ésta puede ser
sustituida por agentes que secuestran colesterol como lipoproteinas de alta densidad
y derivados de las ciclodextrinas: HO-B-ciclodextrina o metil-B-ciclodextrina (Visconti

et al. 1995a; Visconti et al. 1995b).

La capacitacion se regula tanto por factores extrinsecos como intrinsecos, siendo los
reguladores extrinsecos principales los aceptores de colesterol, el bicarbonato y el

calcio (Yanagimachi 1994; Visconti et al. 1995a).

—
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Algunos eventos asociados con la capacitacion son:

(i) La remocion del colesterol de la membrana plasmatica, que provoca un
incremento en la fluidez de la membrana y del transporte de iones Ca®,
HCO3; y CI; (i) el aumento del metabolismo que se observa como una
disminucién del contenido intracelular de ATP; (iii) el aumento de Ca*" vy
HCOj3 intracelulares, provocando la activacién de la ruta de sefializacion
Adenilato ciclasa soluble / Adenosin monofosfato ciclico / Proteina cinasa A
(ACs/AMPc/PKA) y de la proteina tirosina cinasa (PTK), que produce la
fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina y una alcalinizacion
intracelular; (iv) el cambio de localizacién de fosfolipidos en la membrana
plasmatica por una probable actividad de “escramblasa” inducida por
bicarbonato; (v) la hiperpolarizacibn de la membrana plasmatica; (vi) el
cambio de localizacion de proteinas de superficie como efecto de la fluidez de
la membrana; (vii) la remodelaciébn del citoesqueleto de actina por la
fosfolipasa D, para la formacion de filamentos de actina; (viii) la reorientacion
de la movilidad en respuesta al gradiente de agentes quimio-atrayentes y (ix)
la adquisicion de la hiperactivacion de la movilidad, como evento final
(Yanagimachi 1994; Visconti et al. 1995a; Visconti et al. 1995b; Travis & Kopf
2002; Breitbart et al. 2005; Sun et al. 2005; Salicioni et al. 2007; Vadnais et al.

2007).
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Reaccion Acrosomal

El espermatozoide en especies de fecundacion interna, presenta un
acrosoma, el cual se trata de una gran vesicula secretora derivada del aparato de
Golgi, localizada en la region apical de la cabeza, superpuesta con el nucleo (Eddy y
O’Brien, 1994). El contenido de esta vesicula se libera por medio de exocitosis
regulada, que consta de un proceso de fusion-fision entre la membrana acrosomal

externa con la membrana plasmatica del 6vulo (Honda et al. 2002).
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Membrana Scrosomal
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Capa Post Nuclear
Membrana Plasmatica
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Figura 3. Representacion esquematica de los cambios morfolégicos que tiene lugar durante la

reaccién acrosomal en los espermatozoides de mamiferos. De lado izquierdo se muestra las
estructuras y el acrosoma intacto; después la fusion entre la membrana acrosomal externa y la
membrana plasmaética, las cuales forman vesiculas mixtas (compuestas de la membrana plasmética y
la membrana acrosomal externa). Liberacion de las enzimas hidroliticas y exposicion de la membrana

acrosomal interna.

Durante la reaccion acrosomal (RA) las enzimas hidroliticas y proteoliticas disuelven
parcialmente la matriz de la zona pellcida, justo en la direccion inmediata donde la
célula espermatica penetra lo que, en dUltima instancia, asegura la entrada del

espermatozoide (Llanos et al. 1993).




Los 6vulos maduros que se encuentran rodeados de numerosas células del cumulus
incrustadas en una matriz extracelular conformada principalmente, por
proteoglicanos ricos en acido hialuronico, se someten a expansiéon o mucificacion,
gue causa que las células se separen. Finalmente el 6vulo en metafase I, aun
rodeado por las células del cumulus expandidas, es ovulado dentro del oviducto listo
para la fecundacion (Buccione et al. 1990). En conjunto, este complejo se conoce
como cumulus oophorus-6vulo. Aunque es seguro que los espermatozoides, con la
ayuda de la hiperactivacion flagelar, sufren la RA para fecundar al 6vulo, el lugar
donde los espermatozoides comienzan su RA es y sigue siendo objeto de

controversia (Figura 4) (Yanagimachi 1994; Inoue et al. 2011).
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Eyaculado

Espermatozoide
Capacitado

Reaccidn
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Capacitacion

[f Espermatozoide
Reaccionado

élulas del
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Figura 4. Mecanismo de interaccion espermatozoide-ovocito. Cerca del ovulo, probablemente
estimulada por las células del cumulus y la zona pelicida (ZP), el esperma libera su contenido
acrosomal por exocitosis acrosomal y penetran la ZP. PVS: Espacio perivitelino. Tomado y modificado
de Ikawa et al., 2010.




Se han sugerido varias teorias acerca de los inductores de la RA. En el raton y otras
especies, se cree que la sefial que inicia la reaccion acrosomal esta dada por medio
de un reconocimiento receptor-ligando entre zona pelicida y el espermatozoide
capacitado (Gupta & Bhandari ; Bleil & Wassarman 1983; Cross et al. 1988; Franken
et al. 2000). El gran poder hidrolitico de las enzimas secretadas, en conjunto con la
hipermovilidad, hacen posible que el espermatozoide pueda penetrar la zona
pellcida y fecundar el 6vulo (Tulsiani et al. 1998). Por otro lado, recientemente se ha
reportado que el factor espermatico (NYD-SP8), al asociarse a un receptor hipotético
localizado en la MP de las células del cumulus, promueve la produccién y secrecion
de progesterona de una manera dependiente de calcio, la cual induce la RA al
asociarse con su receptor que se localiza en la MP espermatica (Yin et al. 2009),

como se puede observar en la figura 5.
Zona pellgpida

O -Progesterona

® S8
@ —fociks Célula del Cumlus
° ’,,——\\

e '3 ‘. '

a . Ca™

. II/ O

Espermatozoide oo :‘ QOO °
. A 0 .
. .

Reaccidn
Scrosomal T

Figura 5. Representacion esquematica de la liberacion espermatica de NYD-SP8 (SP8) y su
interaccién con las células del cumulus. Como resultado de la unién de SP8 a la superficie celular del
cumulus, el calcio intracelular de las células del cumulus se incrementa y conduce a la liberacion de
progesterona, que posteriormente desencadena la RA y facilita la penetracién espermatica de los

cumulos. Tomado y modificado de Sun et al., 2011.
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El citoesqueleto de actina de una célula eucariota es central para procesos tales
como locomocion, fagocitosis, contractilidad, cambios en la forma, citocinesis y
mantenimiento de la polaridad (Machesky & Insall 1999). En varios estudios se ha
demostrado que la polimerizacion de actina es importante durante la capacitacion

(Castellani-Ceresa et al. 1992) (Fig. 6).

Se ha reportado que la actina G se polimeriza formando actina F durante la
capacitacion y es despolimerizada por incremento intracelular de las concentraciones
de Ca*", provocando la RA (Brener et al. 2003). Se ha sugerido que la presencia de
actina en el flagelo puede ser importante para la regulacion de la movilidad y su
presencia en la cabeza sugiere que probablemente esta involucrada en la reaccion

acrosomal (Breitbart et al. 2005; Itach et al. 2011).

Toro Raton Humaneo Carnero |
Figura 6. Polimerizacidon de actina durante la capacitacién de los espermatozoides de toro, ratdn,

humano y carnero. Tomado y modificado de Brener et al., 2003
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En estas mismas regiones también se ha reportado la presencia de la familia de las
GTPasas Rho y sus efectores, en espermatozoides del cobayo (Delgado-Buenrostro
et al. 2005), del verraco, toro, elefante, humano, carnero y rata (Ducummon & Berger
2006). Los miembros de la familia Rho han surgido como reguladores clave del
citoesqueleto de actina y a través de su interaccidn con otras proteinas diana,

garantiza el control coordinado de otras actividades celulares (Hall 1998).

Proteinas Rho

Las proteinas de la familia Rho constituyen una rama importante de la
superfamilia Ras de GTPasas pequefas (trifosfatasas de guanosina pequefias)
(Wennerberg & Der 2004). Esta superfamilia esta clasificada estructuralmente en por
lo menos 5 familias: Ras, Rho, Rab, Sarl/Arf y Ran. Regulando una amplia variedad
de funciones celulares como temporizadores biolégicos que inician y terminan las
funciones celulares especificas. Ademas, la superfamilia Ras de GTPasas pequefas,
son proteinas conservadas evolutivamente y participan en procesos celulares

diversos y complejos (Takai et al. 2001).

Las proteinas GTPasas Rho, (homodlogo de Ras), son unas GTPasas de tamafio
pequefio homdlogas de Ras que estdn muy conservadas en eucariotas, desde las
levaduras hasta mamiferos (Narumiya 1996). La familia Rho de GTPasas pequefas,
esta formada por varios miembros: RhoA, B, C, Dy E; Rac 1, 2y 3; Cdc42, TC10 y

otras (Aspenstrom et al. 2004).
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Estas proteinas son estructuralmente muy parecidas (40 a 95% de identidad en su
composicion peptidica), ademas de tener un tamafio muy similar (190-195

aminoacidos) (Ellenbroek & Collard 2007).

Basandose en la identidad de la secuencia primaria de los aminoé&cidos, los motivos
estructurales y la funcién biolégica, la familia Rho se pueden dividir en seis
subfamilias que muestran propiedades similares pero no idénticas Estas son: la
subfamilia relacionada con RhoA (RhoA, RhoB y RhoC), la subfamilia relacionada
con Racl [Racl (y su variante empalme Raclb), Rac2, Rac3 y RhoG], la subfamilia
relacionada con Cdc42 [Cdc42 (y su variante empalme C terminal cerebro especifica
G25K), TC10, TCL, chp/wrch2 y wrchl], la subfamilia Rnd (Rndl, Rnd2 vy
RhoE/Rnd3), la subfamilia RhoBTB y la subfamilia Miro, descrita recientemente

(Fig.7) (Wennerberg & Der 2004).

La mayoria de los miembros de las proteinas Rho experimentan una modificacion C-
terminal pos-traduccional mediante lipidos isoprenoides, junto con otras
modificaciones en las secuencias C-terminales, la adicion de isoprenoides facilita su
localizacion subcelular y la asociacion con membranas especificas, lo cual es crucial
para llevar a cabo sus funciones (Wennerberg & Der 2004).

Las proteinas Rho mas comunes son pequefias y consisten solo del dominio GTPasa
y extensiones cortas en los extremos N- y C-terminales. Sin embargo, algunos de los
miembros de la familia mas atipicos contienen dominios adicionales bien definidos y

pueden ser de longitud mayor a 700 aminoacidos.
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Dentro de su dominio GTPasa comparten, aproximadamente, 30 % de identidad de
aminoéacidos con las proteinas Ras y del 40-50% de identidad dentro de la familia.
Uno de los dominios que caracterizan a la familia de proteinas Rho es el dominio
GTPasa tipo Rho, llamado dominio G y el cual tiene una estructura y un mecanismo
de interruptor universal. EI dominio G plegado consiste de una mezcla de seis hojas

B enlazadas y cinco hélices localizadas en ambos lados (Vetter & Wittinghofer 2001).

Arfl Rant
Rab1A
RhoB37T8-3
H-Ras
RalA
Mirc-1
RhoH/TTF
Rho8TB-2
RhoBTB-1 Miro-2
Rac1
Rac2
Rac3 Rnd1
RhoG Rnd2
TCL RhoE/Rnd3
TC10
Cdcaz oL
RhoB
Wreh-1 RhoC phoa Rif
Chp/Wrch-2

Figura 7. Representacion del arbol filogenético de la familia de las GTPasas Rho y de otros
representantes de la superfamilia de las GTPasas Ras. Segun el analisis de la secuencia de
aminodcidos, se pueden diferenciar 6 grandes subfamilias de las GTPasas Rho: las que se relacionan
con RhoA (azul y en la zona inferior), Rac (rosa fucsia), Cdc42 (amarillo), las proteinas Rnd (verde),
las proteinas RhoBTB (azul claro y en la zona superior/izquierda) y las proteinas Miro (violeta).

Tomado de Wennerberg & Der 2004.
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Una caracteristica que distingue las proteinas Rho de otras GTPasas pequefias, es
el llamado dominio inserto Rho, localizado entre la quinta cadena B y la cuarta hélice
a en el dominio GTPasa (Valencia et al. 1991). En comdn con Ras y otras GTPasas
pequefias, los estados de unién a GDP y GTP de las GTPasas Rho clasicas difieren
en conformacién, principalmente en 2 regiones localizadas, Switch | y Il y esta
caracteristica es probablemente compartida por todas las Rho GTPasas (Vetter &

Wittinghofer 2001).

Todos los miembros de las Rho GTPasas contienen dominios caracteristicos que se
unen a GDP (estado inactivo) y GTP (estado activo) (Wennerberg & Der 2004). La
alternancia entre los estados inactivo-activo de las proteinas Rho estd altamente
regulada por proteinas que regulan ya sea la actividad de GTPasa o el intercambio

de nucledtidos.

Existen cuatro clases de proteinas reguladoras: (a) los factores intercambiadores de
nucledtido de guanina de la familia Dbl (GEF, del inglés guanine exchange factors),
gue activan a las GTPasas incrementando la tasa de liberacion del nucleétido unido
y, por lo tanto, facilitando el intercambio de GDP por GTP. Este intercambio de
nucledtido provoca cambios conformacionales importantes en las regiones
estructurales denominados Switch 1 (residuos 24-40) y Switch 2 (residuos 57-75)
(Sprang 1997; Vetter & Wittinghofer 2001); (b) las proteinas activadoras de la
actividad GTPasa (GAP, del inglés GTPase-activating protein) que estimulan la
actividad de GTPasa endbégena y asi facilitan la hidrolisis de GTP a GDP,

regenerando la forma inactiva de las Rho; (c) los inhibidores de la disociacion de
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GDP (GDI, del inglés GDP-dissociation inhibitors), que inhiben la disociacion del
GDP previniendo su reemplazo por GTP (Mertens et al. 2003; Coleman et al. 2004)
d) y los factores de desplazamiento de GDI (GDF, del inglés GDI- displacement

factors) (Bement et al. 2006).

La perturbacion de estas proteinas reguladoras de las Rho puede afectar el ciclo de
activacion y tener consecuencias severas para todos los eventos celulares

orquestados por la sefalizacién dependiente de Rho (Ortiz-Sanchez et al. 2012).

Mucha de la informacion adicional sobre la familia de las proteinas Rho proviene de
estudios en RhoA, Racl y Cdc42. Todas estas promueven la reorganizacion de
actina en el citoesqueleto pero tienen efectos diferentes en la forma y el movimiento
celular (Hall 1998; Schmitz et al. 2000), por ejemplo, la activacion de proteinas RhoA
0 B conlleva a la formacion de fibras de estrés, la activacion de Racl induce la
formacion de lamelipodios, mientras que la activacién de Cdc42 lleva a la formacion
de protrusiones celulares tipo filopodio (Hartwig et al. 1995; Ridley et al. 1995;
Norman et al. 1996).

Los cambios morfologicos inducidos por las formas activadas de esta familia de
GTPasas comparten muchos aspectos: incremento en la polimerizacion de actina,
agrupamiento de integrinas y ensamblaje de complejos de proteinas del
citoesqueleto (contactos focales). Los contactos focales tienen una funcion

importante en los mecanismos de transduccién de sefiales (Menna et al. 2010)
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Cambio de Hidrolisis de
( GEF ’ GDP/GTP GTP

Figura 8. Proteinas reguladoras de las GTPasas Rho. Las GTPasas Rho ciclan entre un estado
activo unido a GTP y un estado inactivo unido a GDP. Su actividad es regulada por: 1) los factores
intercambiadores de guanina (GEF, del inglés guanine exchange factors), 2) las proteinas activadoras
de la actividad GTPasa (GAP, del inglés GTPase-activating protein), 3) los inhibidores de la
disociacion de GDP (GDI, del inglés GDP-dissociation inhibitors). Tomado y modificado de Cherfils &
Zeghouf, 2013.

En células sométicas, Rac se activa por factores de crecimiento como el derivado de
plaquetas (PDGF), el de crecimiento epidérmico (EGF) o la insulina, dando lugar a la
formacién de lamelipodios y ondulaciones de membrana conocidas como ruffles

(Kjoller & Hall 1999; Takai et al. 2001; Sahai & Marshall 2002).

Rac es capaz de activar el complejo Arp2/3 mediante la interaccion con WAVE
(WASP-like verprolin-homologous protein) provocando la formacion de lamelipodios.
Otro de los efectores importantes, tanto de Rac como de Cdc42, es la familia de PAK

(p21-activated kinase), que estimula la actividad de la cinasa PAK capaz de activar a
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LIM cinasa y asi modular a la actina F en la longitud de sus microfilamentos. Al
parecer PAK se une a Racl de manera dependiente de GTP (Menna et al. 2010);
(Brown et al. 1996; Frost et al. 1996).

Todas las proteinas relacionadas con Rac promueven la polimerizacion de la actina,
con lo que estimulan la formacién de lamelipodios y las ondulaciones “ruffles” de la
membrana presuntamente a través de la interaccion con el complejo PIR121-
Nap125-HSPC300-WAVE (Eden et al. 2002). Los lamelipodios son extensiones
como-cortina que consisten en protuberancias delgadas de hojas de actina que estan
en el borde principal de células migratorias (Wennerberg & Der 2004).

Rac 1 se expresa de forma ubicua y existe en dos estados conformacionales, una
forma inactiva unida a GDP y una forma activa unida a GTP. En respuesta a sefiales
extracelulares, la interconversion de estos estados ocurre via factores de intercambio
de nucledtido de guanina (GEFs) los que convierten a Racl a su forma activa y las
proteinas activadoras de GTPasa (GAPSs) inactivan a Racl (Van Aelst & D'Souza-

Schorey 1997; Etienne-Manneville & Hall 2002).

Racl interactia con efectores especificos a través de dominios que coordinan la
activacion de cascadas de sefializacion que influyen en respuesta fisioldgicas

diversas, como se muestra en la figura 9.

También se ha demostrado que Racl influye en la sefalizacion nuclear a través de
los efectores MLK2/3 que activan la via JNK (Teramoto et al. 1996; Nagata et al.

1998).
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Existen otros estudios que aclaran la funcion de Racl en la remodelacion de la actina
F en células somaticas. Actualmente, se ha reportado la participacion de la cascada
de sefalizacion de Racl en la translocacion de GLUT4 dependiente de insulina, para
la captacion de glucosa en células musculares esqueléticas a través de la

reorganizacion de actina cortical (Chiu et al. 2011).

También, se ha reportado la remodelacién del citoesqueleto en células epiteliales
infectadas por Helicobacter pylori, a través de la via B1 integrina/FAK/Src involucrada
en la remodelacion del citoesqueleto, la cual se le ha implicado, principalmente, en la
regulacion de la actividad de Racl, a través de dos vias rio-abajo que implican las
proteinas de andamio p130Cas y paxilina bien caracterizadas. Tras la fosforilacion
por Src, p130Cas puede reclutar un complejo Crk (del inglés, (v-crk sarcoma virus
CT10 oncogene homolog)/ DOCK180 (del inglés, dedicator of cytokinesis) que tiene

actividad GEF hacia Racl (Kiyokawa et al. 1998; Gu et al. 2001).
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Figura 9. Modelo de sefializacion de Racl. Rac 1 actua como un transductor de sefial mediante la
recepcion de informacion a través de GEFs activadas de una variedad de estimulos extracelulares
tales como receptores de cinasas, receptores acoplados a proteinas G o integrinas. Rac 1 unido a
GTP adopta una conformacién activa capaz de unirse a moléculas efectoras, tales como IQGAP,
IRSpP53/WAVE, PAK, MLK2/3. Estos efectores regulan funciones, tales como la remodelacién del
citoesqueleto, estabilidad de microtibulos, transcripcién y produccién de superéxido. Tomado y de
Bosco et al, 2009.

Por otra parte, FAK fosforila paxilina la cual también puede contribuir a la actividad
del complejo Crk/DOCK180 pero, adicionalmente, suprime RhoA. Como RhoA puede
inhibir a Racl, esta via podria ser interesante para la activacion de Racl estimulada
por la integrina (Siesser & Hanks 2006). Se ha estudiado la funcion de Racl en la
remodelacion de la actina F en varios tipos celulares, y se ha observado que
presenta respuestas especificas en cada tipo celular. En el caso de los
espermatozoides de mamiferos, se desconoce qué funcion tenga Racl ya que,
aunque esta presente no ha sido estudiada a profundidad. Por tanto, es de interés

saber qué funcion lleva acabo Racl en los espermatozoides de los mamiferos.
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Antecedentes

Las GTPasas de la familia Rho tienen un papel especial en células somaticas ya que
regular procesos dependientes del citoesqueleto de actina, trafico vesicular y
transcripcion génica, entre otros (Schmandke & Strittmatter 2007). Se ha postulado la
hipotesis de que las proteinas Rho regulan la polimerizacion de actina en el proceso
acrosomal de los espermatozoides de erizo (Castellano et al. 1997); funcién
consistente con su actividad conocida en otras células (Van Aelst & D'Souza-Schorey
1997). Sin embargo, la funcion de Racl durante la capacitacion y la reaccion

acrosomal alin no ha sido caracterizada.

Recientemente, se ha reportado que algunos miembros de la familia de GTPasas
Rho, como Cdc42, Rho Ay Rho B, son reguladores de la polimerizacion de actina en
las regiones ecuatorial y postacrosomal en el espermatozoide de cobayo durante la
reaccion acrosomal (Delgado-Buenrostro et al. 2005), sugiriendo que estas GTPasas
estan involucradas en el mecanismo de polimerizacion de actina. En otro estudio,
Racl se encontrd en la cabeza entera y en el flagelo en espermatozoides de seis
especies diferentes, excepto en el flagelo del esperma humano (Ducummon & Berger

2006), y se sugirié su participacion posible en la capacitacién y reaccion acrosomal.
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Justificacion

Tanto la capacitacion como la reaccién acrosomal son procesos por los que
tienen que pasar los espermatozoides de los mamiferos para llevar a cabo la
fecundacion. A pesar de que la polimerizacion de actina y su regulacion han sido
estudiadas en los espermatozoides de los mamiferos, la participacion de las
proteinas Rho no se ha dilucidado. Dada la presencia de Racl en los
espermatozoides de mamiferos y su participacion conservada en la polimerizacion de
actina, es importante conocer su funcion en los procesos fisiologicos que habilitan a
los espermatozoides para fecundar.

La identificacion, localizacién y bloqueo de la actividad de Racl, asi como su
correlacion con la remodelacion del citoesqueleto, permitira explicar su participacion,
tanto en la capacitacion como en la reaccion acrosomal. La inhibicion o alteracion de
alguno de ellos, hara que el espermatozoide no sea capaz de atravesar las
envolturas del 6vulo, ni de adherirse y/o fusionarse con la membrana plasmatica de

los 6vulos

El espermatozoide del cobayo es un modelo que ha demostrado facilidad para
estudiar la capacitacion y sobre todo la reaccion acrosomal ya que el porcentaje de

espermatozoides capacitados y reaccionados es muy alto.

22

—
| —



Pregunta de investigacion

¢ Participa Racl en la via de transduccion de sefiales de la remodelacion del
citoesqueleto de Actina F durante la capacitacion y reaccion acrosomal en

espermatozoides de cobayo?

Hipotesis

Diferentes GTPasas pequefias han sido detectadas en la region acrosomal y
en el flagelo de los espermatozoides de los mamiferos. En estas mismas regiones,
ha sido reportada la presencia de un citoesqueleto de actina, el cual sufre una
remodelacion durante la capacitacion, que repercute en la reaccion acrosomal. Si
Racl estad presente en los espermatozoides de cobayo, ya que es una de las
GTPasas pequefias mas importantes en la regulacion de la remodelacion del
citoesqueleto, podria estar participando en la remodelacién del citoesqueleto
espermatico y desempefiar un papel importante en la capacitacion y en la reaccion

acrosomal.
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Objetivo General

Estudiar la participacién de Racl en la regulacién del citoesqueleto de actina F

durante la capacitacion y la reaccion acrosomal en espermatozoides del cobayo.

Objetivos particulares

1.- Localizar a la proteina Racl en espermatozoides no capacitados y capacitados

del cobayo.
2. Investigar si Rac1l participa en la capacitacion o la reaccion acrosomal

3. Estudiar el papel de Racl en la polimerizacion de actina durante la capacitacion.
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Material y Métodos

Se utilizaron cobayos de la linea y cepa CIEA:HART con peso promedio de
800g, siguiendo las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
los animales de laboratorio, que dicta la Norma Oficial Mexicana (NOM- 062-ZOO0O-

1999).

Obtencion y capacitacibn de espermatozoides de Cobayo. Los
espermatozoides se obtuvieron de los conductos eferentes y de la cola del epididimo
del cobayo sacrificado por anestesia con éter. Las células se extrajeron por perfusion
con solucion salina isoténica (NaCl 0.154M) (anexo A), los espermatozoides recién
extraidos se observaron al microscopio de luz para analizar su movilidad. Después,
se lavaron por centrifugacion/resuspension a 800g por 3 minutos y para determinar la
concentracion de los espermatozoides, se tomé una alicuota de la suspension de
espermatozoides diluida con PBS- Tritbn X100 al 0.1% (anexo C) y se conté
utilizando una camara de Neubauer para ajustar a una concentracién de 60 x 10°
espermatozoides/ml para el Medio MCM-PL (medio capacitante) (anexo D). Se
obtuvieron dos grupos de espermatozoides, los no capacitados y los capacitados

durante 60 minutos.

Preparacion de Laminillas para inmunofluorescencia Indirecta. Los
espermatozoides no capacitados y capacitados, se fijaron adicionando un volumen
de solucion fijadora: formaldehido al 3% y glutaraldehido al 0.1%, disueltos en PBS

(anexo M); la fijacibn se realiz6 por una hora a 25°C. Posteriormente, se
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centrifugaron a 735g por 5 min, se retird el exceso de fijador y las células se
resuspendieron en una soluciéon de NH4Cl 50 mM_(anexo N) diluido en PBS 1X, se
incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente los
espermatozoides se lavaron por centrifugacion/resuspension (1130.5g por 5 minutos)
tres veces con PBS. Con las muestras espermaticas se realizaron frotis en

portaobjetos de microscopio y se dejaron secar al aire antes de su uso.

Inmunofluorescencia Indirecta. Los espermatozoides adheridos a las laminillas
de vidrio se rehidrataron con PBS 1X por 5 minutos; después, se permeabilizaron
con acetona fria por 7 minutos a temperatura ambiente. Las laminillas se lavaron tres
veces con PBS 1X, por 7 minutos cada vez. Se adiciond el primer anticuerpo anti-
Rac, diluido 2:100 y anti-WAVE, diluido 2:100, en solucién de bloqueo (BSA al 1%
disuelto en PBS) (anexo O) y se dejo incubar toda la noche a 25°c en camara
hameda. Posteriormente, se retird el exceso del anticuerpo con tres lavados en PBS
durante 7 minutos cada uno, se secaron con gasa y se les afiadié el anticuerpo
secundario apropiado conjugado con TRIC y diluido 2:100 en solucién de bloqueo
para Racl y para WAVE, el anticuerpo secundario conjugado a CY5 y diluido 2:100;
las muestras se incubaron durante 2 horas a 37°C en camara humeda. Nuevamente
se retird el exceso de anticuerpo y se lavaron tres veces con PBS por 7 minutos. Las
muestras se montaron y se observaron en el microscopio confocal agregando 10 uL

de gelvatol entre porta y cubreobjetos y, finalmente, se sellaron con barniz de uias.

Doble marcaje. Los espermatozoides, adheridos a las laminillas de vidrio, se

rehidrataron en PBS 1X por 5 minutos, después se permeabilizaron con acetona fria

26

—
| —



por 7 minutos a 25°C. Las laminillas se lavaron tres veces con PBS 1X, por 7 minutos
cada vez. Se adicion0 el primer anticuerpo anti-Racl diluido 2:100, en solucion de
bloqueo (BSA al 1% en PBS) y se dej6 2 hrs a 37° C en camara humeda.
Posteriormente se retird el exceso del anticuerpo con tres lavados en PBS durante 7
minutos cada lavado. Se afiadié el anticuerpo secundario apropiado conjugado a
TRIC, diluido 2:100 en solucion de bloqueo por 1 hr a 37°C en camara humeda. Se
retird el exceso del anticuerpo con tres lavados en PBS durante 7 minutos cada uno.
Se adicion6 el primer anticuerpo anti-WAVE, diluido 2:100, en solucién de bloqueo
(BSA al 1% disuelto en PBS) y se dejé 2 hrs a 37° C en cadmara humeda. Se retiro el
exceso del anticuerpo con tres lavados en PBS 1X durante 7 minutos cada uno. Se
afiadié el anticuerpo secundario apropiado conjugado a CY5 y diluido 2:100 en
solucion de bloqueo por 1 hr a 37°C en cadmara humeda. Se retir6 el exceso de
anticuerpo y se lavaron tres veces con PBS por 7 minutos. Las muestras se
montaron para su observacién al microscopio del confocal agregando 10 pL de

gelvatol entre porta y cubreobjetos y finalmente se sellaron con barniz de ufias.

Obtencion de extractos proteinicos de espermatozoides del cobayo. Los
extractos proteinicos se hicieron por el método de Pasten-Hidalgo et al., (2008), los
espermatozoides de cobayo se centrifugaron a 800g por 5 minutos, el sobrenadante
se retir0 y a las pastillas se les agregé amortiguador de lisis (Anexo E), se incubaron
en hielo por 20 minutos y se centrifugaron a 16000g por 20 minutos a 4°C
recuperando el sobrenadante. La concentracion de proteinas se calculé por el

meétodo de Bradford (1976) y las muestras se conservaron a -70°C hasta su uso.
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Electroforesis y Western Blot. Para la deteccién de la proteina Racl y WAVE en
espermatozoides de cobayo. A los extractos proteinicos se les agreg6 1/3 de su
volumen de amortiguador de muestra (anexo 1) y se incubaron a 100°C durante 7
minutos. Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%
(anexo F y G) para realizar la separacion electroforética (Laemmli, 1970), enseguida
fueron electrotransferidas a membranas de PVDF (immobilon PSQ) (70 mAmp por 16

h), utilizando el amortiguador de transferencia (anexo K).

Para la inmunodeteccion, las membranas se bloquearon por 2 hrs a 25°C con
solucion de blogueo (leche descremada al 5% disuelta en PBS-Triton) y lavadas siete
veces con PBS-Tritdbn por 7 minutos cada lavado. El anticuerpo primario diluido
2:1000 en la solucién bloqueadora, se incubd por 12 horas a temperatura de 4 °C y
en agitacion constante (tanto para Racl como para WAVE). Las membranas se
lavaron siete veces con PBS-Triton, por 7 minutos cada lavado, nuevamente las
membranas se incubaron 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario respectivo conjugado con peroxidasa y diluido 1:10,000 en solucién de
bloqueo. Una vez incubado el anticuerpo secundario, las membranas se lavaron 7
veces con PBS-Tritbn por 7 minutos cada lavado. Los anticuerpos se revelaron
mediante quimioluminiscencia, usando el kit ECL (Amersham Pharmacia Biotech) y

placas radiograficas (X-Omat, Kodak).

28

—
| —



Capacitacion de espermatozoides de cobayo en ausencia y presencia de
NSC23766. Los espermatozoides de los conductos deferentes del cobayo fueron
obtenidos y lavados en solucién NaCl 0.154 M, las células espermaéticas (3.5 X 10’
cel/mL) fueron capacitadas en un medio minimo de cultivo que contiene lactato y
piruvato (MCM-PL) a 37 °C durante 60 min. Al medio de capacitacion se le agrego6
diferentes concentraciones de NSC23766 (0,10, 25, 50 y 100 uM). Para la obtencion
de los espermatozoides no capacitados, fueron incubados en solucion NaCl 0.154 M.
Después del tiempo de incubacion, las muestras de no capacitados, capacitados (sin
NCS23766) y capacitados con las diferentes concentraciones de NCS23766 fueron
fijados (anexo M) por l1lhr. Las células capacitadas (control) fueron incubadas y
fijadas en paralelo con las células tratadas. Posteriormente se tomaron alicuotas de
50 uL de cada muestra para conteo. Las muestras fueron centrifugadas a 735g por 5
min, se retird el exceso de fijador y las células se resuspendieron en una solucién de
NH4Cl (50 mM) (anexo N), se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, los espermatozoides se lavaron por centrifugacion/re suspension
(735g por 5 minutos) tres veces con PBS y tres con agua destilada. Con las
diferentes muestras espermaticas se realizaron frotis en los portaobjetos de

microscopio y se dejaron secar al aire antes de su uso.
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Deteccion de actina F. Los frotis en los portaobjetos de microscopio se
rehidrataron en PBS 1X por 5 minutos, después se permeabilizaron con acetona fria
por 7 minutos a temperatura ambiente. Las laminillas se lavaron tres veces con PBS
1X, en intervalos de 7 minutos, se secaron al aire, y se incubaron con faloidina-
TRITC (1:20 en PBS 1X) durante unas 2 hrs a temperatura ambiente en cadmara
hameda. Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS 1X, a intervalos de 7 min y se
pasaron por agua y se dejaron secar al aire y se montaron agregando 10 pL de
gelvatol entre porta y cubreobjetos y finalmente se sellaron con barniz de ufias, para

su observacién en el microscopio de epifluorescencia.

Andlisis de resultados. Los resultados fueron analizados con la prueba estadistica

T-student pareada, con una significancia de P<0.05.
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Resultados

Presencia de la proteina Racl en los espermatozoides del cobayo. Para
detectar la presencia de Racl en los espermatozoides de cobayo, las proteinas de
extractos totales fueron separas por PAGE-SDS y transferidas a membranas de
Immobilon, las cuales fueron usadas para la inmunodeteccion. El anticuerpo
especifico contra Racl mostré una banda proteinica con una Mr (Movilidad relativa)
aproximada de 28 kDa fue detectada en espermatozoides del cobayo no capacitado
y capacitado, la cual es muy aproximada a la Mr reportada para Racl de 22 kDa.
Ademas, no se observo ningun cambio en la movilidad relativa de la proteina entre
los espermatozoides no capacitados y capacitados, UP71 se usé como control de

carga y se corrobord por andlisis densitométrico, como se muestra en la figura 10.

Racl es localizada en cabeza y flagelo en espermatozoides. Una vez que se
determind la presencia de Racl, se procedi6 a realizar su localizacibn en
espermatozoides del cobayo no capacitado y capacitado mediante
inmunofluorescencia indirecta. En los cuales se usé el mismo anticuerpo anti-Racl y
visualizado con un anticuerpo secundario marcado con TRITC, mediante microscopia
confocal se encontr6 que en los espermatozoides no capacitados Racl fue
localizada en todo el acrosoma y a lo largo del flagelo, mientras que en los
espermatozoides capacitados la proteina fue localizada en la zona apical del

acrosomay a lo largo del todo el flagelo (Fig.11).
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Figura 10. Inmunodeteccién de Racl. (A) Extracto total proteinico de los espermatozoides del
cobayo. Espermatozoides no capacitados= (No Cap) y espermatozoides capacitados por 60 minutos
= (Cap) fueron sometidos a SDS-PAGE y a Western blot. Imagen representativa de al menos 3
experimentos independientes. (B) Andlisis densitométrico de los Wb de Racl (Promedio + S.E.M,

n=3).

No cap Cap

Figura 11. Localizacion de Racl por inmunofluorescencia indirecta en espermatozoides del
cobayo. Imagenes representativas de al menos 3 experimentos independientes. No Cap =
capacitados, Cap = capacitados por 60 min.
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WAVE3 presente en el espermatozoide del cobayo. De acuerdo con los
resultados anteriores y con los estudios realizados en otros tipos celulares que
indican que Racl promueve la polimerizacion de la actina a través de su interaccion
con WAVE (Aspenstrom et al. 1996; Rohatgi et al. 2000), se evaluo la presencia de
WAVE en los espermatozoides del cobayo, como efector, rio abajo de Racl, en el
proceso de polimerizacion de actina F.

Para la inmunodeteccion de WAVE, las proteinas de extractos totales fueron
separadas por PAGE-SDS vy transferidas a membranas de Immobilon. Mediante el
anticuerpos especificos contra las isoformas de WAVE 1/2/3, una banda proteinica
con una Mr de 60 KDa se detectdé tanto en espermatozoides del cobayo no
capacitados como en los capacitados, que, por su Mr corresponde a la isoforma

WAVE3 (Fig 12).

No Cap Cap

Figura 12. Inmunodeteccion de WAVES. Extracto proteinico de espermatozoides del cobayo.
Espermatozoides no capacitados (No Cap) y espermatozoides capacitados por 60 min. (Cap) fueron
sometidos a SDS-PAGE y a Western Blot. Imagen representativa de al menos 3 experimentos

independientes.
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WAVE3 se localiza en el flagelo del cobayo. Una vez que se determiné la
presencia de la isoforma 3 de WAVE, se procedio a localizarla en espermatozoides
del cobayo no capacitados y capacitados mediante inmunofluorescencia indirecta.
Para esto se us6 el mismo anticuerpo anti-WAVE y se visualizdé con un anticuerpo
secundario marcado con CY5. Mediante microscopia confocal, WAVE3 se localiz6 a
lo largo del flagelo tanto en los espermatozoides no capacitados como en los

espermatozoides capacitados (Figura 13).

No Cap Cap

Figura 13. Localizacion de WAVES3 en espermatozoides de cobayo. Imagenes representativas de

al menos 2 experimentos independientes. No Cap= no capacitados, Cap = capacitados por 60 min.

Racl con WAVES3 co-localizan en el flagelo. Para analizar la posible co-
localizacion de Racl con WAVE3, se realiz6 inmunofluorescencia indirecta con
marcaje doble y se analiz6 con microscopia confocal (Fig. 14). Tanto en
espermatozoides no capacitados como en los capacitados, se utilizaron los mismos

anticuerpos primarios para cada proteina y se acoplaron anticuerpos secundarios
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conjugados con TRITC para Racl y con CY5 para WAVES. La co-localizacion de
Racl con WAVES fue observada predominantemente en el flagelo (Fig. 14).

No Cap Cap

Figura 14. Co-localizacién de Racl con WAVE3 en espermatozoides del cobayo. 1) Localizacion
de Racl (rojo). 2) Localizacion de WAVES (azul). 3) Merge (magenta). 4) Campo claro. No Cap= no

capacitados, Cap = capacitados por 60 min. Imagenes representativas de al menos 2 experimentos

independientes.
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La capacitacion y la reaccion acrosomal no son inhibidas por NSC23766,
inhibidor especifico de Racl. Para determinar el papel de Racl durante la
capacitacion de espermatozoides del cobayo, se utilizO NCS23766, un inhibidor
especifico de Racl utilizando las concentraciones 0, 10, 25, 50 y 100 uM durante 60
min. La reaccion acrosomal se evalué mediante la pérdida del acrosoma. El inhibidor

NSC23766 no tuvo efecto sobre el proceso de capacitacion (P < 0.05), como se

muestra en la Fig. 15.
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Figura 15. Efecto del NSC23766 en la capacitacidon y reaccidon acrosomal. Los espermatozoides
del cobayo se capacitaron en medio MCM-PL en presencia de NSC23766, un inhibidor especifico de
Racl. Los espermatozoides no capacitados se mantuvieron en solucion NaCl a 0.154M. La imagen
es el promedio de al menos de 3 experimentos independientes cada uno por duplicado (Promedio +
S.E.M, n=3).
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La inhibicion de Racl altera la morfologia y movilidad espermatica.

Por otro lado, aunque NSC23766 no tuvo efecto ni sobre la capacitacion ni en la
reaccion acrosomal, si lo tuvo sobre la morfologia y la movilidad de flagelo del
espermatozoide del cobayo. Mediante video de microscopia se observé que los
espermatozoides no capacitados presentan una movilidad rapida y uniforme,
mientras que los espermatozoides capacitados presentan una movilidad hiper-
activada (Fig. 16A y B, respectivamente). Los espermatozoides tratados con 10 uM
de NSC23766 (Fig. 16C), presentaron caracteristicas similares a los capacitados,
mientras que a partir de 25 uM (Fig. 16D), el flagelo comienza a curvarse y su
movilidad a disminuir; en 50 uM (Fig. 16E), este efecto se vuelve méas notorio, con los
flagelos curvados y con una movilidad lenta; y a 100 uM (Fig. 16F), se observa una
curvatura total del flagelo y una movilidad casi nula. Las imagenes de la Fig. 16 son

representativas de los videos de microscopia.
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Figura 16. Efecto del inhibidor especifico de Racl NSC23766, sobre la morfologia y movilidad
del flagelo del cobayo. Testigos: A) No capacitados y B) Capacitados a 60 min. NSC 23766 en
concentraciones: C) 10 uM; D) 25 uM; E) 50 uM y F) 100 uM. Las flechas muestran espermatozoides

curvados.
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Efecto del inhibidor de Racl en la polimerizacion de actina. Para determinar
si los efectos del inhibidor de Racl se deben a alteraciones en la polimerizacion de
actina, se valoro la cantidad de actina-F en los espermatozoides no capacitados y
capacitados en presencia del inhibidor. El analisis se realiz6 mediante el uso de la
sonda faloidina-TRITC que se une a la actina-F. El analisis mostro los patrones de
localizacion de actina-F. En los testigos no capacitados se observd una distribucion
de fluorescencia en todo el acrosoma, el segmento ecuatorial y a lo largo del flagelo,
mientras que en los testigos capacitados sin NSC23766 (control de capacitacion), se
observo una fluorescencia distribuida en la zona apical del acrosoma asi como en el
segmento ecuatorial y a lo largo de todo el flagelo. En los capacitados en presencia
del inhibidor NSC23766 se observaron los mismos patrones de distribucién de
fluorescencia en la zona apical del acrosoma que en los testigos, mientras que en el
flagelo se observo una disminucion de la fluorescencia Fig. 17 (A). Por lo que se
procedio a cuantificar la actina—F presente a lo largo del flagelo en espermatozoides
no capacitados (control 1) y capacitados por 60 min (control 2) y capacitados con el
inhibidor de Racl 100 uM, este ultima concentracién se tomo por que es donde fue
observado el maximo efecto del inhibidor sobre la morfologia y movilidad del flagelo.
En la grafica de la Fig. 17 (B), se observé que en los espermatozoides tratados con
NSC23766 tienden a una disminucion en la fluorescencia, aunque esta no es

significativa.
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Fig. 17 Efecto del inhibidor de Racl en la polimerizacion de actina en espermética. A) Muestra
una imagen representativa de cada tratamiento: No cap= no capacitados, Cap= capacitados 60 min y
capacitados con diferentes concentraciones del NSC23766. B) Se muestra patrén de fluorescencia en
no capacitados, capacitados 60 min y tratados con NSC23766 a 100 uM. Imagenes representativas de

al menos 3 experimentos independientes. No Cap= no capacitados, Cap = capacitados.

40



Discusion

La capacitacion se define como las modificaciones funcionales que le otorgan
al espermatozoide la habilidad para fecundar, habilidad que abarca la capacidad de
los espermatozoides para unirse a la zona pelldcida y, posteriormente, producir:
movilidad hiperactivada, la reaccion acrosémica y la aptitud para unirse y fusionarse
con la MP del 6vulo (Bailey 2010). Se ha reportado que la polimerizacion de actina es
esencial para el proceso de fecundacion (Castellani-Ceresa et al. 1993).
La Actina se polimeriza durante la capacitacion en las regiones ecuatorial y post-
acrosomal, asi como en el flagelo de espermatozoides de los mamiferos (Castellani-
Ceresa et al. 1992; Moreno-Fierros et al. 1992; Castellani-Ceresa et al. 1993; Brener
et al. 2003).
Este proceso es de suma importancia para la fecundacion y, especificamente, para
los procesos de fusion de las membranas esperméatica con la del 6vulo, asi como de
la descondensacion del nacleo espermatico, ya que dichos procesos son inhibidos si
la polimerizacién de actina es impedida durante la capacitacion (Rogers et al. 1989;
Sanchez-Gutierrez et al. 2002; Brener et al. 2003; Kumakiri et al. 2003) alterando
drasticamente a la fertilidad. Sin embargo, es poco conocida como la polimerizacion
de actina es regulada durante la capacitacion.
Adicionalmente, la presencia en los espermatozoides de los mamiferos de proteinas
gue regulan la polimerizacion de actina en células somaticas, como son: proteinas de
la familia Rho (RhoA, RhoB, Cdc42 y Racl), Arp2/3, n-WASP vy profilina (Delgado-

Buenrostro et al. 2005; Ducummon & Berger 2006) o proteinas como ROCK, LIM y
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cofilina (Fielder et al., 2008), sugiere fuertemente la participacién de las proteinas
Rho en la capacitacion, movilidad y reaccion acrosomal de los espermatozoides, a
través de la polimerizacion de actina. Por tanto, el propdsito principal de este trabajo
fue determinar el papel de una de estas proteinas Rho, Racl, en los procesos
espermaticos que lo habilitan para fecundar.

Los datos del presente trabajo muestran que Racl estd localizada en la region
acrosomal y el flagelo (Fig. 11), lo que sugiere que Racl podria estar relacionada
con la capacitacién, con la reaccion acrosomal o con la movilidad espermatica,
especialmente por el hecho de que Racl durante la capacitacion sufre un cambio de
localizacion; de estar disperso por todo el acrosoma de los espermatozoides no
capacitados, se relocaliza en la region apical del acrosoma en los espermatozoides
capacitados (Fig. 12), lo que sugiere la posibilidad de que Racl se asocie con la MP
durante la capacitacion, pues, como sabemos, la interaccion de Racl con la MP esta
relacionada con su activacion (Cherfils & Zeghouf 2013).

Sin embargo, cuando los espermatozoides se capacitaron en presencia del inhibidor
de Racl (NSC23766), la valoracion de la reaccion acrosomal después de 60 minutos
de capacitacion no fue diferente significativamente entre los espermatozoides no
tratados y los tratados con el inhibidor (Fig. 15). Estos resultados anteriores sugieren
que Racl no tiene una funcidon central en la RA y, por consiguiente, en la
capacitacion, ya que la reaccion acrosomal es dependiente de que la capacitacion
sea exitosa (Yanagimachi 1994); por lo que, si la capacitacion hubiera sido inhibida
por NSC23766, la reaccion acrosomal también lo hubiera sido. Adicionalmente, la

remodelacion del citoesqueleto de actina que se produce durante la capacitacion
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tampoco se alteré por el inhibidor NSC23766, lo que indica que, posiblemente, la
remodelacion del citoesqueleto de actina en la region acrosomal es regulada por otra
proteina Rho diferente a Racl.

Datos recientes de nuestro laboratorio muestran que dicha remodelacion pudiera ser
regulada por Cdc42 (Angeles et al., 2013; Baltierrez-Hoyos et al., 2013). Otra
posibilidad es que, en la region acrosomal de los espermatozoides no capacitados,
Racl ya se encuentre activo o asociado con su GEF, lo que imposibilitaria al
inhibidor NSC23766 para actuar, ya que es un compuesto de pirimidina que inhibe
especifica e irreversiblemente la actividad del intercambio de GDP/GTP, interfiriendo
con la interaccién entre Racl y sus GEFs especificos (Menna et al. 2010). Aunque se
requiere de mas estudios para verificar esta hipoétesis y, de ser asi, responder las
siguientes preguntas: ¢Cual es la razén por la que Racl esta localizada en el
acrosoma y qué funcion realizaria en esta region? y ¢Por qué Racl se relocaliza
durante la capacitacion?

Si bien los efectos observados sobre la inhibicion de Racl con respecto a su posible
no participacion en la capacitacion estan relacionados con la region acrosomal, esta
posibilidad no puede ser aplicada al flagelo, ya que los resultados muestran un claro
efecto dependiente de la concentracibn de NSC23766 sobre la morfologia y la
movilidad espermética. El inhibidor de Racl produjo una clara curvatura del flagelo,
asi como su inmovilizacién, posiblemente esto se deba a una alteracion de la
estructura flagelar, y aunque se sugirio que esto podria deberse a cambios en la
cantidad de actina-F, esto solo se ha mostrado como una tendencia que requiere ser

comprobada.
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Existen evidencia de una comunicacion cruzada entre actina y microtubulos via
GTPasas Rho, por ejemplo IQGAP1, un efector de Racl y Cdc42, interactia con
CLIP-170, una proteina de union en los extremos crecientes de los microtubulos, la
perturbacion de la interaccion altera la estructura de los microtubulos (Fukata et al.
2002). PAK, otro efector de Racl y Cdc42, quien fosforila a stathmina, que, en este
estado, se une a los microtubulos y los desestabiliza (Daub et al. 2001; Wittmann et
al. 2004). Estos datos indican que varios efectores de Racl y Cdc42, juegan un
papel en la regulacion de la comunicacién cruzada entre actina y microtibulos
(Montenegro-Venegas et al. 2010).

Con base en lo reportado en la literatura y en nuestros resultados sobre la curvatura
observada en el flagelo, proponemos que Racl podria estar regulando la morfologia
y la movilidad a través de los microtubulos presentes en el axonema del flagelo.
Seria muy interesante investigar si las proteinas de esta via de sefalizacion se
presentan en los espermatozoides, si se encuentran asociadas y si la inhibicién de
RAC1 altera la interaccion con ellas y, por consiguiente, altera la estructura del
axonema.

Por otro lado, la inhibicibn de Racl también disminuyé la movilidad de los
espermatozoides de manera dependiente de concentracion, este efecto puede ser
debido directamente a la alteracién de la morfologia flagelar. Sin embargo, datos de
nuestro laboratorio muestran que, en espermatozoides de raton cuando son
capacitados en presencia de NSC23766, la morfologia del flagelo no se altera, pero

si se inhibe la movilidad (datos no mostrados).

44

—
| —



Lo anterior sugiere que, aunque Racl podria participar tanto en la capacitacion como
en la movilidad, las vias de regulacion podrian ser diferentes, razén por lo que el
inhibidor de Racl solo tenga efecto sobre la movilidad, como ya hemos discutido
anteriormente.

En la remodelacion del citoesqueleto de actina, se sabe que las proteinas WAVES
regulan este proceso rio-debajo de las GTPasas Rho. Especialmente, se ha
demostrado que la GTPasa Rac actua rio-arriba de las proteinas WAVE promoviendo
su actividad de polimerizacion (Aspenstrom et al. 1996; Rohatgi et al. 1999; Rohatgi
et al. 2000; Miki & Takenawa 2003; Stradal et al. 2004).

Debido a que Racl activa WAVEL en células somaticas durante la reorganizacion de
actina (Miki et al. 1998), sugerimos que, en el espermatozoide de cobayo, la
remodelacion de actina espermatica es regulada por el mismo mecanismo. En este
trabajo se demostré la presencia de la isoforma WAVE3 (Fig. 12) y su localizaciéon
fue, principalmente, a lo largo del flagelo (Fig.13). Posteriormente, se observo la co-
localizacion de Racl con WAVE3 a lo largo del flagelo en espermatozoides no
capacitados y capacitados (Fig.14).

Estos resultados nos proponen que se presenta interaccion entre ambas proteinas y
su participacion probable en la polimerizacién de actina en el flagelo. Hasta ahora,
solo el estudio por Rawe et al. 2004, en espermatozoides maduros de cuatro
especies diferentes, ha reportado que WAVEL se localiza anicamente en la vaina
mitocondrial y Racl en el segmento ecuatorial, la region post-acrosomal y la vaina

mitocondrial; en esta ultima Racl y WAVEL co-localizan, sugiriendo la posibilidad de
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una unidad de sefalizacion funcional establecida por WAVELl y sus proteinas
asociadas en la pieza media del espermatozoide maduro (Rawe et al. 2004).

La movilidad espermatica es necesaria para el transporte del DNA masculino al évulo
(Inaba 2011). Se sabe que la mayoria de los espermatozoides en los mamiferos
realizan dos fases de movilidad: la fase de movilidad activa, que se observa al ser
eyaculados y la fase de hiperactivacion, la que es resultado de la capacitacion
(Suarez & Osman 1987).

El batido del flagelo en la fase activa es simétrico, de poca amplitud y permite el
desplazamiento relativamente recto del espermatozoide (Vernon & Woolley 2004). A
diferencia de la fase de hiperactivacion, en la cual el movimiento del flagelo se
caracteriza por ser vigoroso, asimétrico, de gran amplitud, alta velocidad y baja
progresion (Ishijima et al. 2002).

La capacitacion del espermatozoide involucra la polimerizacion de actina y el
desarrollo de una movilidad hiperactivada. En estudios previos muestran que la
actina F esta involucrada en la movilidad espermatica (Brener et al. 2003; Cohen et
al. 2004, Itach et al. 2011). Adicionalmente, se ha reportado que hay una conexién
entre la polimerizacién de actina y la movilidad celular en otros tipos celulares
(Carlier et al. 2003; Bernheim-Groswasser et al. 2005). En este trabajo se muestran
que en los espermatozoides capacitados hay una distribucion de actina en la zona
apical del acrosoma y segmento ecuatorial y un incremento de actina F a lo largo del
flagelo en comparacion con los espermatozoides no capacitados, mientras que los
tratados con el NSC23766, presentan las mismas caracteristicas en la zona apical,

pero una disminucion de actina-F a lo largo del flagelo (Fig.17 A). Sugiriendo que el
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complejo Racl/WAVE3 podria estar participando en la movilidad espermética a
través de la polimerizacion de actina.

Para corroborar estos resultados, cuantificamos la cantidad de actina-F presente en
espermatozoides no capacitados y capacitados en ausencia 0 presencia de
NSC23766 (Fig. 17B). Los resultados muestran que NSC23766 inhibi6 la tendencia a
incrementar la polimerizacion de actina F durante la capacitacion (Fig. 17B). Aunque
solo como una tendencia, estos resultados sugieren que Racl podria regular la
movilidad flagelar a través de la polimerizacion de actina, sin embargo se requiere
profundizar la investigacion para definir claramente si esta hipotesis es verdadera.
Por otro lado, se ha sugerido que Racl es esencial para la actividad de los canales
de Na' epiteliales (ENaC) en células somaticas y los regula via proteinas WAVE
(Karpushev et al. 2011). Racl tiene una funcion fundamental en la activacion de la
familia Nox de las NADPH oxidasas (Miyano & Sumimoto ; Griendling et al. 2000),
qgue juegan un papel integral en la regulacion de los ENaC (Goodson et al. 2012),
que se ha localizado en el acrosoma y pieza media de los espermatozoides de raton
(Hernandez-Gonzalez et al. 2006). Este ultimo hallazgo nos ha llevado a postular la
hipotesis de que Racl participa en la movilidad espermética a través de esta via. Sin
embargo, el papel funcional exacto de estas proteinas en el espermatozoide sigue

abierto a investigacion.
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Conclusiones

v' La proteina Racl, a pesar de encontrarse presente en el acrosoma, parece
no tener una participacion directa en la regulacién de la capacitacion ni de la

reaccion acrosomal en espermatozoides de cobayo.

v Racl esta relacionada con la regulacion de la movilidad y la estabilidad

morfologica del flagelo, posiblemente a través de la polimerizacion de actina.

v WAVES3 se sugiere que esta involucrado en el mecanismo por el cual Racl

regular la movilidad y la morfologia del flagelo.
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Perspectivas

1. Caracterizar los cambios morfolégicos producidos por la inhibiciéon de Racl a
nivel ultraestructural, con el fin de determinar si se producen cambios en las

estructuras citoesqueléticas del flagelo.
2. Determinar cual es la funcidén de Racl en la region acrosomal.

3. Determinar si Racl participa en la regulacion del axonema flagelar a través de
la interaccién con proteinas efectoras que asociadas con los microtubulos y
asi como verificar la presencia de estas proteinas en el espermatozoide del

cobayo.

4. Determinar si Racl regula la actividad de los ENac a través de su interaccion
con WAVE3 en pieza media y si esta via participa en la movilidad del flagelo

en espermatozoides del cobayo.
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Anexo

a) Solucion isotonica (NaCl a 0.154M)

Diluir 4.5g de NaCl en 500 ml de agua destilada

b) PBS 10X

Para preparar el PBS a 10x pH7.4 (para un litro)
a. Se pesan los siguientes reactivos:
Cloruro de Sodio (NaCl)= 80g
Fosfato de Potasio Monobasico (kH,PO,4)= 2g
Fosfato de Sodio Dibasico 7ehidrato (Na,HPO,e7H,0)= 21.7g
Cloruro de Potasio (KCl)= 2g
b. Los reactivos de disuelven en 950mL de agua desionizada con ayuda de
un agitador magnético.
c. SeajustaelpHa7.4
d. Se afora a 1000mL con agua desionizada. Se pasa el PBS a un recipiente

para almacenarlo.

c) PBS-Triton X100 al 0.1%

Tomar 99ml de PBS 1x y 1ml de triton X-100 y homogenizar.
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d) Medio MCM-PL (medio capacitante)

Se realizaron stocks 10X de los cuales se pesaron:

e 3.0705g de NaCl

e 0.1257g de CaCl,*2H,0

e 1.05305g de NaHCO3;

Cada uno se diluye en 50 ml de agua destilada.

Se Toma 5ml de cada stock, se adicion6 87.5ul de é&cido lactico (pureza
89.4%), también se adicioné 0.00138g de piruvato de sodio, se mide el pH
para ajustar a 7.8 y posteriormente se afor6 a 50ml. Se realizan alicuotas para

posteriormente guardar a -20° C

Tomado de Roger & Yanagimachi, 1951 (Biol. Rep 13: 568-575)

e) Amortiguador de lisis para proteinas

Para preparar 2ml,
A 527 pl de los componentes del amortiguador de lisis, poner lo que lo que

resta de PBS (1473pl)
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Componentes Cantidad Stocks [ ] deseada
NP 40 20pl
lodeacetamida 20ul 1mg/ml 10mg/mi
Inhibidor de | 2ul 1mg/ml 1mg/ml
Tripsina
Benzamidina 100pl 1mg/ml 50mg/ml
Pepstatina 5ul 2mg/ml 2mg/ml
Leupeptina 5ul 2mg/ml 2mg/ml
Aprotinina 5ul 2mg/ml 4mg/ml
PMSF 10X 50l 10X (DMSO) 1nM
Complete 50ul 1 tableta /1ml de

H,O

Suma 267l

f) Gel separador

En un tubo limpio se adicionan los siguientes reactivos para la un

separador al 10% para 10mL:

e 4mL de Agua

e 3.3mL de 30%de Acrilamida mix

e 2.5mL de 1.5M tris (pH 8.8)

e 0.1mL de 10% SDS
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e 0.1mL de 10% APS

e 0.004mL de TEMED

g) Gel Concentrador

En un tubo limpio se adicionan los siguientes reactivos para un gel
concentrador para 4mL:
2.7mL de agua
0.67mL de 30% de acrilamida mix
0.5mL de 1M tris (pH 6.8)
0.04mL de 10% SDS
0.04mL de 10% APS

0.004mL de TEMED

e Solucion de monémeros o0 30% de Acrilamida mix
1. Enun recipiente se adiciona:

v" 30g de Acrilamida

v' 0.8g de Bis acrilamida

v" Agua desionizada cbp 100 mL

2. Sefiltra'y se guarda en la oscuridad

59

—
| —



e Lauril sulfato de sodio (SDS) al 10%

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

2. Se afora a 100mL con agua desionizada

e Persulfato de amonio (APS) al 10%

1. Se pes0 0.1g de Persulfato de Amonio en un tubo eppendorf

2. Adicionar 1mL de agua desionisada.

e Tris 1.5M pH 8.8
1. Se peso6 91g de Tris y se diluyen en 300 ml de agua desionizada
2. Se ajustael pH a 8.8

3. Se afora a 500mly se filtra.

e Tris 1M pH 6.8
4. Se pes6 24.22g de Tris y se diluyen en 100 ml de agua desionizada
5. Se ajustael pH a 6.8

6. Se afora a 200mly se filtra

h) Amortiguador de Tricina 10X

En un recipiente se diluyen con agua destilada:
v/ 121.1g de Tris base al 0.1M
v' 179.2g de Tricina 0.1M

v' 10g de SDS al 1%

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

1L con agua destilada

i) Buffer de Laemnli 3X

Para 10 ml de buffer se disuelven:

e 1.5mlTris 0.125M pH=6.8

e 3ml de glicerol al 50%

e 5mlde SDS al 10%

e 0.5ml de 2 — mercaptoetanol al 10%

e 1mg de azul de bromofenol al 0.005%

j) Buffer de Corrida: (tris 0.025M - Glicina 0.192 M - SDS 0.1%) 10X

1. En un recipiente se diluyeron con agua desionizada:

v' 30g de Tris base
v’ 1449 de Glicina
v' 10g de SDS

Se afora a 1L de agua desionizada
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k) Amortiguador de Transferencia (para un litro)

Se diluyen en 200 ml de agua hélix
e 200ml de Metanol

e 100ml de Glicina 10X mas Tris

l) Solucién de bloqueo para WB

Para 100ml de solucién se pesan 5g de leche en polvo descremada

Se diluyen en 100ml de PBS—Triton

m) Solucion fijadora: Formaldehido al 4% y Glutaraldehido al 0.2%

e Del Glutaraldehido al 25% se tomaran 800ul para obtener una
concentracion de 0.2%

e Del Formaldehido al 36% se tomaran 8.3ml para obtener u7na
concentracion al 4%

e Se afora a 100ml con PBS 1X

n) Cloruro de amonio (NH4Cl) 50mM

e Se pesan 0.1337g de NH,CI

e Se diluirdn en 50ml de PBS 1X

o) Solucién Bloqueadora:

e BSA al 1% diluida en PBS
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Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

ACTA DE EXAMEN DE GRADO

No. 00116
Matricula: 2113801417

r N

PARTICIPACION DE.LA GTPasa
Racl EN LA CAPACITACION Y
REACCION ACROSOMAL

DANELIA RAMIREZ RAMIREZ
ALUMNA

En México, D.F., se presentaron a las 11:30 horas del dia
29 del mes de octubre del afio 2013 en la Unidad Iztapalapa
de la Universidad Auténoma Metropolitana, los suscritos
miembros del jurado:

DR. EDMUNDO BONILLA GONZALEZ
DRA. EDITH ARENAS RIOS
DR. JULIO CESAR ALMANZA PEREZ

DRA. IRMA JIMENEZ MORALES
Bajo la Presidencia del primero Yy con caracter de
Secretaria la tltima, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacidén aparece al margen, para la

obtencidén del grado de:
MAESTRA EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

DE: DANELIA RAMIREZ RAMIREZ

y de acuerdo con el articulo 78 fraccidén III del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
Autdénoma Metropolitana, los miembros del jurado

resolvieron:

APEOBAR

Acto continuo, el presidente del jurado comunicd a la

interesada el resultado de la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
LIC. JULIO CES, LARANSASSI
L DIRECTOR DE SIST S ESCOLARES
J U >
DIRECTOR DE LA DIVISION DE CBS PRESIDENTE
<
DR. RUBEN ROMAN RAMOS DR. EDMUNDO BONILLA GONZALEZ
VOCAL VOCAL SECRETARIA

DRA. EDITH ARENAS RIOS

gyt

R. JULIO CESAR ALMANZA PEREZ

Y,

DRA. IRMA JIMENEZ MORALES
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