CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

Cinvestav DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR

“La via Fibronectina/Integrina/[FAK/MEK1y2/ERK2/GEF-
H1/RhoA regula la polimerizacién del citoesqueleto de
actina durante la capacitacion”

TESIS

Que presenta

M. en C. MONICA LIZBETH SALGADO LUCIO

Para obtener el grado de
DOCTORA EN CIENCIAS

EN LA ESPECIALIDAD DE
BIOLOGIA CELULAR

Director de la Tesis:
Dr. ENRIQUE OTHON HERNANDEZ GONZALES

Ciudad de México Julio, 2020



El presente trabajo se realizd en el laboratorio No. 51 perteneciente al
Departamento de Biologia Celular del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados
del Instituto Politécnico Nacional unida Zacatenco (CINVESTAYV), bajo la tutoria del Dr.
Enrique Othon Hernandez Gonzales y la asesoria de: la Dra. Guadalupe Reyes Cruz del
Departamento de Biologia Celular CINVESTAV, el Dr. José Manuel Hernandez
Hernandez del Departamento de Biologia Celular CINVESTAYV, la Dra. Maria Betzabet
Quintanilla Vega del Departamento Toxicologia CINVESTAV vy la Dra. Leticia Moreno
Fierros de la UBIMED, FES-I, UNAM.



AGRADECIMIENTOS

Durante el desarrollo de esta investigacion se contdé con el apoyo econdmico del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) a través de la beca de doctorado
No. 263011, asi como para el proyecto No. 248342. Ademas, se conto con el apoyo de
econdmico del Consejo Mexiquense de Ciencia y Tecnologia COMECYT a través de la
beca de doctorado No. 2018AD0003-11.

Agradezco a la Dra. Ana Lilia Roa Espitia (Auxiliar de Investigacion) por su ayuda
en la estandarizacion y asesoria de las técnicas implementadas en este trabajo, asi como

de su valiosa asesoria.

También agradezco a la M. en B.E. Danelia Ramirez Ramirezy ala M. en C. Coral
Yamileth Jorge Cruz por su apoyo en la realizacién y sugerencias en las técnicas
realizadas; también a la Lic. Eva Delgado Sandoval por su servicio técnico; asimismo
agradezco al M. en C. Jaime Escobar Herrera (Auxiliar de Investigacion, responsable del
microscopio confocal) por su asesoria en el manejo y capacitacion del microscopio

confocal.



DEDICATORIAS

Esta tesis esta dedicada muy especialmente a mi madre Ma. Artemia Lucio
Fulgencio, quien siempre ha sido mi mas grande apoyo, a mi padre Julio Salgado Gémez
quien es parte indispensable en mi formacion, gracias a los dos por el apoyo incondicional
que me brindan, al cual ha sido parte fundamental para cumplir mis metas. A mi esposo
Ulises Villagran Paz, por apoyarme y acompafiarme en este largo camino. A mi hija
Naomi Villagran Salgado, porque gracias a ti he aprendido a ver la vida de distinta forma.
A mis hermanos Filiberto Armando Salgado Lucio y Julio Cesar Salgado Lucio, porque
nunca perdi su apoyo. A mi suegra Delfina Paz Padilla, por el apoyo incondicional que
nos ha brindado a Ulises y a mi. A mis cufiadas, a mi suegro y a mis sobrinos, por siempre
tener un concejo y sonrisa para brindarme, y llenarme de alegria. A todos y cada uno de

ustedes les dedico y les digo que este logro también les pertenece.

Nuevamente a mi Tutor Dr. Enrique Othon Hernandez Gonzalez que con sus
ensefianzas no solo me preparaban en lo académico sino también en lo personal, a mis
asesores la Dra. Guadalupe Reyes Cruz, el Dr. José Manuel Hernandez Hernandez, la
Dra. Maria Betzabet Quintanilla Vega y la Dra. Leticia Moreno Fierros que con su apoyo
y tiempo ayudaron a que el trabajo estuviera listo para poder presentarlo, a la Dra. Ana
Lilia Roa Espitia (Auxiliar de investigacion) por su asesoria en las técnicas, y por
brindarme su amistad y apoyo. Asi como a mis compafieros, Cesar, Coral, Aideé Sarai
Tania y Deneb por su apoyo y sus asesorias en el laboratorio. A mi compafiera y amiga

Danelia, por ir mas alla del apoyo académico y brindarme tu amista.



iNDICE

Pagina

AGRADECIMIENTOS ...ttt ittt ettt ettt et ettt bt e ettt e bt e e bt e e sbe e e bt e e beeeebe e e mbeesabeesateesmbeesaneesareesareenas Il
DEDICATORIAS ...ttt ettt ettt et et e h et e be e s bt e s bt e e s bt e e sae e e sae e e s bt e e sabeesateesmteesaneesaneesmneesareesanees I
RESUIMEN L.ttt ettt s e e e e e e et ettt bt e e s e e e e e e e et e ebe s ba s e eeeeaeeseaesessannansnseeeeeaeeenesnnnnnnnnns Vi
ABSTRACT ..ttt ettt e e e e e e et e ettt et e e e e e e e e et tee e s b e e e e eeeerete b e b b eeeeee et et aenrnn e aeeeeeeerenerrnnan Vi
INTRODUCCION ....ocutueiairieisettiesetsets sttt bttt 1
W o1 g 0 F= 1 ey Zo] o [T U PPPNt 1
Morfologia del €SPErmMatozZOiTe ........ccuiiiiiiiiiciieee e et e e e e s et e e e e e eeabtaeeeeesenstaeeeaesennses 1
(07T o - Yol = Toi o ] o PR UPPRP 2
REACCION ACIOSOMAL ....eeiiiiii ittt ettt ettt e e st e e s it e e s bb e e e sbb e e e snbeeesnbeeesnreeesanneeesanrenenn 3
Remodelacion del citoesqueleto de aCting .....c..uveeiii i e et e e e e e e e e e e e e eanes 4
Cinasas reguladas por sefiales extracelulares 1y 2 (ERK1/2) ...ocoovueiiiiiiiiiiiiee ettt e 6
ERK1/2 y el CitoesqUEIETO de @CtiNa ....ueccvieiiieciec ettt ettt ettt te e e be e s be e e abe e s abeesabeesabaeeabeeens 7
ERK1/2 en los espermatozoides de 105 Mamiferos..........cocvevieeveeieeiiee et 7
Cinasa de adhesion fOCal (FAK)..... ...ttt e e e e e et e e e e e e s bt e e e e e e esanaraeeeeeeennnraneas 9
ANTECEDENTES DIRECTOS ...ttt ettt ettt et e e e e e e e e e e e s e e s e e e been et e e e e e eeeeeeeaeeeens 10
JUSTIFICACION ..ottt bbbt bbb s s s s s s s nas 12
HIPOTESIS ..ottt ettt ettt e e e e e e et e ettt bt e s e e e eeeeeeeene s sa e e e eeeeeeseeesessnna e seeeeeaeeenesnnnnnnnnns 12
OBJETIVIO GENERAL. ...ttt ettt ettt et e et e e e e e e e e e e e e e e s e e e s b ee b e et eeeeeteeeeeeaaaaaeaeeeesenssannannnn 13
OBJETIVOS PARTICULARES ...ttt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e s et ee e et e e et e et eeaaeaaaeeeeeesesssannannnns 13
MATERIALES Y IMETODOS.......vvvivetetetitetetetete ettt sttt sttt ae s s s st st s s s ssssasssssssss s e s ss s s ssssssssnsnaeas 14
L= ot Yo L PSP PP PPTTPPTN 14

F AN o T BT o o Yo L3N 14
ANTIMAIES ..ttt sttt st e bt e st eea bt e e b s be e e b e e e be e ebe e e bt e e beeebeeebeesnee s 15
Capacitacion de 10s eSPermMatozZoides ..........ueiiiiiiiiiiiie e e e e e eebrre e e e e e earre e e e e e eanraaeeas 15
Ensayo de fluorescencia con la clortetraciching (CTC)....uuveeeeeiieurreeeeeeeiirieeee e eecireeeeeeeeareeeeeeeerraeeeeeens 16
Ensayos de inmunofluorescencia iINirECta ........uviiiiiieciiiiiee e e e s e serae e e e e e 16
ENSayo de WeStern DIOT (WB) ....eeeie ittt ettt e e e ettt e e e e e e atr e e e e e e e aaaaeseeaeeannsseeaaeenns 17
Fosforilacion de las proteinas €N tir0SIiNAs .........uviiieiiiciiiiiee e e e e e et e e e e e saeraeeeeeeaas 18
EVAlUQCiON de 13 F-aCtiNa ..ccoeeeiieiiiie ettt e e 19
(0o 1010 U1 YoT o g =YoiT o 1 - ol o] o PRSPPI 20
Ensayo de activacion de RNOA ... ...ooi ettt e e e e st e e e s e bae e e e e s ennrraeeeeeeas 20



ANGLISIS ESTATISTICO .uvveeeiiiiieiiiee ettt ettt e sttt e e sttt e e sbb e e s s bbeeesbbeeesbbeeeebbeeeaabaeeenn 21
RESULTADOS ... .eeeee ettt ettt e e ettt e e ettt e e sttt e e st e e e eatteeesnseeeesnsteeeansteeeanseaeeassseeessseeeansseeeasseeesanseeeansenensssenessnes 22
ERK1/2 participan en la RA inducida CON Progesterona .........cccueeeecveeeeiieeeeiieeeecreeeeereeeeetveeeeetveeeeeanens 22

ERK1/2 participan en la polimerizacion de actina que se da en el acrosoma durante la capacitacion...26

La interaccién espermatozoide-espermatozoide activa @ ERK2 ........ccccouvivviiiiiiiieiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeecees 28
FAK activa ERK2 durante [a CapacitaCion........ccuuuiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e s e sana e e e s s sseaaeeaeseas 31
La fosforilacién de FAK en Tyr925 incrementa durante la capacitacion ..........cccceeeeeeecciiieeeeeecciiieeee e, 32
Grb2 se asocia con FAK durante 1a Capacitacion ..........cooccciiiieiiieciiieee e 33
Expresidn y activacidon de GEF-H1 en espermatozoides de cobayo .........ccccceveeciviieeiiecciiieeee e 36
FAK y ERK2 participan en la activacidn de RhoA durante la capacitacion .......ccccccccevvvvciiveeieiviciieeee e, 39
DISCUSION ..ottt bbbt 42
CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt ettt ettt ht e e eb et e b et e sh e e e she e e bt e e eae e e abe e e bt e e bt e e abeeeaneeebbeenbeeebeeeabeeesneeanns 48
PERSPECTIVAS ...ttt ettt ettt ettt h et e b e e sh et e bt e bt e s bt e e b et e bt e e s bt e e st e e sab e e sateeamteesaneesaneesmteesareenane 49
REFERENCIAS. ...ttt ettt ettt ettt ettt e b et e bt be e e s b e e e be e e me e e s b e e e sme e e s mteesateeambeesmneesateenmneesareenanie 50



RESUMEN

La remodelacion y polimerizacion del citoesqueleto de actina son procesos
importantes para la capacitacion espermatica, ya que son indispensables para que se
den de forma exitosa la reaccidon acrosomal y la fertilizacién. Recientemente, nuestro
laboratorio ha reportado: 1) la participacion de FAK en la polimerizacion de la actina en
espermatozoides de cobayo, sin embargo, el mecanismo por el cual FAK regula este
proceso es desconocido; 2) que ERK2 se activa en los primeros minutos de la
capacitacién y que su inhibicidn directa reduce significativamente la reaccion acrosomal,
pero no la capacitacion; y 3) durante la capacitacién espermatica, FAK se fosforila en
Tyr925, fosforilacion necesaria para estimular la via de activacion de ERKZ; la inhibicion
de FAK reduce significativamente la activaciéon de ERK2. Por lo tanto, en el presente
trabajo investigamos el papel de ERK2 en la polimerizacion del citoesqueleto de actina,
asi como los componentes de la via que regulan este proceso
FNT/integrina/FAK/Grb2/MEK/ERK2/GEF-H1/RhoA. Nuestros, resultados muestran que
ERK1/2 participan en la reaccién acrosomal inducida con progesterona, ademas
corroboramos, a través de la distribucion de microdominios de membrana y la
fosforilacion de residuos Tyr, que ERK1/2 no participan en la capacitacion. También
demostramos que la inhibicion MEK1/2 (cinasas activadoras de ERK1/2) o la inhibicion
directa de ERK1/2 bloquean la polimerizacion de la actina. Por otro lado, encontramos
que la fibronectina (FNT), en junto con las integrinas B1 o B3, participan en la interaccion
espermatozoide-espermatozoide, asi como en la activaciéon de ERK2. Confirmamos la
participacion de FAK en la activacion de ERK2, mediante la observacion de la
fosforilacion de FAK en Tyr925 y su asociacion con Grb2 durante la capacitacién.
Adicionalmente encontramos la presencia de GEF-H1, su fosforilacién en residuos Thr
que es catalizada por ERK1/2, la cual regula su actividad y asociacion con RhoA.
Asimismo, observamos la activacion de RhoA durante la capacitacion y su participacion
en la polimerizacion de la actina. Tanto la fosforilacién del GEF-H1, como la asociacion
GEF-H1/RhoA, asi como la activacion de RhoA se evitaron al inhibir a FAK o0 a ERK1/2.
Finalmente, nuestros resultados muestran que la via
FNT/integrina/FAK/Grb2/MEK/ERK2/GEF-H1/RhoA es una de las vias de sefalizacién

que regulan la polimerizacion de la actina asociada a la capacitacion espermatica.
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ABSTRACT

Actin cytoskeleton remodeling and polymerization are important for sperm
capacitation, indispensable processes for successful acrosome reaction and fertilization.
Recently, we have reported: 1) The participation of FAK in the actin polymerization in
guinea pig sperm, however, the mechanism by which FAK regulates this process is
unknown; 2) ERK2 is activated in the first minutes of capacitation and reduces the
acrosomal reaction by direct inhibition of ERK2, but inhibition does not affect capacitation;
and 3) during capacitation, FAK is phosphorylated in Tyr925, phosphorylation required to
stimulate the ERK2 activation pathway; FAK inhibition reduces ERK2 activation.
Therefore, in the present work we investigate the role of ERK2 on actin cytoskeleton
polymerization, as well as the components of the pathway that regulate this process. Our
results showed that ERK1/2 participates in the progesterone-induced acrosome reaction;
furthermore, we corroborate through the distribution of membrane microdomains and the
phosphorylation of Tyr residues that ERK1/2 does not participate in the capacitation. We
also demonstrate that inhibition of MEK1/2 (kinases that activate ERK1/2) or direct
inhibition of ERK1/2 block actin polymerization. On the other hand, we found that
Fibronectin together with B-integrin participate in the sperm-sperm interaction, as well as
in the activation of ERK2. We confirm the participation of FAK in ERK2 activation, FAK
phosphorylation in Tyr925 and its association with Grb2 during capacitation was
observed, which is involved in ERK1/2 activation. In addition, we found the presence of
GEF-H1, its phosphorylation at Thr residues, which is catalyzed by ERK1/2, such
phosphorylation regulates its activity and association with RhoA. Likewise, we observed
the activation of RhoA during capacitation and its participation on actin polymerization.
GEF-H1 phosphorylation, GEF-H1/RhoA association, and RhoA activation were
prevented by inhibiting of FAK or ERK1/2. Finally, our results indicate that
fibronectin/integrin/FAK/Grb2/MEK/ERK2/GEF-H1/RhoA is one of the signaling pathways

that regulates the polymerization of action associated with sperm capacitation.

Vi



INTRODUCCION

El espermatozoide

El espermatozoide es el producto final del proceso de la espermatogénesis, el cual
se da a través de fases mitética, meidtica y post-meidtica sucesivas dentro de los tubulos
seminiferos de los testiculos. El espermatozoide solo tiene como fin entregar el material

genético para fecundar al 6vulo (Toshimori and Eddy, 2015).

Morfologia del espermatozoide

Los espermatozoides de mamiferos se componen de la cabeza y el flagelo, los

cuales estan unidos por la pieza conectora (Fig. 1).

Cabeza : Flagelo

‘Pieza conectora
(cuello) y/5ina mitocondrial

Pieza final

Figura 1. Caracteristicas generales de los espermatozoides de los mamiferos. La cabeza del
espermatozoide se une al flagelo por la pieza conectora. Las regiones del flagelo son la pieza media,
la pieza principal y la pieza final. La pieza media contiene la vaina mitocondrial, mientras que la pieza
principal contiene la vaina fibrosa. Vistas longitudinales y transversales de la pieza principal y un
segmento de la vaina fibrosa estan indicadas por flechas (Toshimori and Eddy, 2015).



La cabeza contiene el nucleo y el acrosoma. El nucleo contiene una cromatina muy
condensada debido a su asociacién con las protaminas (Toshimori and Eddy, 2015). El
acrosoma es una vesicula de membrana cerrada que contiene las enzimas hidroliticas
que se liberan durante la reaccion acrosomal (RA). La accién enzimatica es necesaria
para que el espermatozoide pueda penetrar a través de las envolturas del 6vulo y asi

lograr la fertilizacion (Tulsiani et al., 1998).

El flagelo se divide en tres segmentos distintos: la pieza media, la pieza principal
y la pieza final. Los principales componentes estructurales del flagelo son: el axonema,
la vaina mitocondrial, las fibras densas externas y la vaina fibrosa (Fig. 1). El axonema
se extiende a lo largo de todo el flagelo. Las fibras densas externas se extienden desde
la pieza conectora a la parte posterior de la pieza principal. La vaina mitocondrial rodea
inmediatamente las fibras densas externas en la pieza media. La vaina fibrosa se
encuentra en la pieza principal rodeando a las fibras densas externas (Toshimori and
Eddy, 2015).

Capacitacién

Los espermatozoides de mamiferos recién eyaculados son incapaces de fertilizar
al 6vulo. Para lograr su maduracion funcional los espermatozoides deben de residir
durante un periodo de tiempo dentro del tracto reproductor femenino (Florman and
Fissore, 2015). A los espermatozoides que completan este proceso se les llama

“capacitados” (Chang, 1951).

La capacitacion esta asociada con cambios fisiologicos y bioquimicos del
espermatozoide, algunos de estos cambios son los siguientes:

» Remocion y/o redistribucion de los esteroles de la membrana plasmatica como el
colesterol, teniendo como consecuencia un incremento en la fluidez de la
membrana y del transporte de iones como Ca?* HCOs" y CI-, con un consecuente
incremento del pH intracelular (Demarco et al., 2003; Salicioni et al., 2007; Chavez
et al., 2012; Nishigaki et al., 2014).



El aumento intracelular del Ca%* y HCOs™ trae como consecuencia la activacion de
la adenilato ciclasa soluble (ACs) incrementando al adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), lo que lleva a la activacién de la proteina cinasa A (PKA), la cual activa a
las proteinas tirosina cinasas (PTK) (Abou-Haila and Tulsiani, 2000; Signorelli et
al., 2012). Como consecuencia aumenta la fosforilacion de proteinas en sus
residuos de tirosina (p-Tyr) (Visconti et al., 1995a; Visconti et al., 1995b).
Aumento del metabolismo que se observa como un aumento de la concentracion
intracelular de ATP (Florman and Fissore, 2015).

Cambios en la composicion de los fosfolipidos de la membrana plasmatica
atribuibles a la activacion de la enzima escramblasa que transloca fosfolipidos,
tales como: fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y esfingomielina
(Gadella and Harrison, 2000).

Hiperpolarizacion de la membrana plasmatica, requerida para la activacion de
canales de Ca?* dependientes de voltaje (Arnoult et al., 1999; Munoz-Garay et al.,
2001; Demarco et al., 2003).

Polimerizacion y remodelacion del citoesqueleto de actina (Brener et al., 2003;
Cabello-Agueros et al., 2003; Breitbart et al., 2005; Ickowicz et al., 2012).

Los cambios funcionales que se dan como consecuencia de la capacitacién son:

v

v

La direccionalidad de la motilidad en respuesta a un gradiente de agentes
quimioatractores (Ralt et al., 1991; Eisenbach, 2004; Sun et al., 2005).

La adquisicion de la hiperactivacion de la motilidad o hipermotilidad (Yanagimachi,
1994; Visconti et al., 1995a; Salicioni et al., 2007), que se caracteriza porque el
flagelo muestra una mayor amplitud y una longitud de onda mas corta, como
consecuencia la trayectoria de la cabeza de los espermatozoides es menos lineal
y abarca un area mas grande que la observada en la motilidad activada del

espermatozoide recién eyaculado.

Reaccion Acrosomal

Una vez que los espermatozoides se capacitan, estos estan preparados para

experimentar la RA, la cual es un proceso de exocitosis regulado por el Ca?* (Abou-Haila
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and Tulsiani, 2009; Tulsiani and Abou-Haila, 2012; Santi et al., 2013), donde se exponen
nuevos dominios de membrana, los cuales son indispensables para la fertilizaciéon (Abou-
Haila and Tulsiani, 2000; Brener et al., 2003; Abou-Haila and Tulsiani, 2009). La RA es
un proceso controlado de fusion y fision entre la membrana acrosomal externa y la
membrana plasmatica (Fig. 2) que resulta en la formacion de vesiculas heterogéneas y
con ello la aparicién de fenestras por las cuales se libera el contenido de la matriz
acrosomal, la cual contiene una variedad de proteinas con diferentes actividades liticas
como: proteasas, glicohidrolasas, esterasas, arilsulfatasas, péptidos bioactivados y otras
proteinas con funciones inciertas. Las enzimas hidroliticas y proteoliticas disuelven la
matriz de la zona pelucida (ZP), por donde el espermatozoide penetra (LIanos et al., 1993)
y en conjunto con la hiperactivacion de la motilidad hacen posible que el espermatozoide
pueda penetrar la ZP, para tener contacto con la membrana plasmatica del 6vulo y
finalmente fecundarlo (Yanagimachi, 1994; Tulsiani et al., 1998; Inoue et al., 2011; Jin et
al., 2011).

Contenido
acrosomal

_

Membrana |
acrosomalexterna |

Membrana —=—
acrosomalinterna L
|

—Proteinas
| defusion

t
Membrana plasmélticaJ

Antes dela Durante la reaccion Después dela
reaccién acrosomal acrosomal feaccion acrosoma
Figura 2. Esquema de la reaccidén acrosomal. Secuencia que sigue un espermatozoide con

acrosoma intacto a un espermatozoide reaccionado, por medio de la fusién de la membrana plasmatica
y la membrana acrosomal externa (Rivera-Gaona, 2012).

Remodelacion del citoesqueleto de actina

Como ya se menciond anteriormente, la remodelacién y polimerizacién del

citoesqueleto de actina es uno de los cambios que se generan durante la capacitacion
4



(Brener et al., 2003). En los espermatozoides de los mamiferos, la polimerizacion de la
actina es muy importante, ya que el inhibirla tiene consecuencias sobre la fertilizacién.
Se ha observado que los espermatozoides tratados con citocalasina-D, un inhibidor de la
polimerizacion de actina, tienen una marcada disminucion en la tasa de fertilizacion in
vitro (Rogers et al., 1989; Castellani-Ceresa et al., 1993; Brener et al., 2003), ya que no
permite la fusion de las membranas plasmaticas del ovulé y del espermatozoide
(Sanchez-Gutierrez et al., 2002). Esto puede deberse a que la proteina lzumo, no se
relocaliza en la region ecuatorial de los espermatozoides (Sosnik et al., 2009), lo cual es

esencial para que se dé la fusidon de las membranas (Sutovsky, 2009).

Por otro lado, la polimerizacién de la actina es también importante para que la
fosfolipasa C se reubique, del citosol a la membrana plasmatica donde participa en la
fusion de las membranas durante la RA (Spungin et al., 1995; Breitbart et al., 2005). Por
otra lado, se ha sugerido que la presencia del citoesqueleto de actina-espectrina en la
superficie cortical de la membrana plasmatica evita la fusién temprana de las membranas
ya que la desestructuracion del citoesqueleto de actina mediante citocalasina-D o

latrunculina A facilita la RA (Hernandez-Gonzalez et al., 2000; Roa-Espitia et al., 2016).

La presencia de proteinas de unién a la actina en los espermatozoides de los
mamiferos sugiere que el ensamble, asi como el desmontaje de los filamentos de actina,
esta bien controlado. Se han encontrado que proteinas como WASP, Arp2/3, profilinas |
y I, y las GTPasas pequefias como Cdc42, RhoA, RhoB y Rac1 participan en la
polimerizacion de la actina de novo (Delgado-Buenrostro et al., 2005; Ducummon and
Berger, 2006). Adicionalmente, se ha sugerido que la via de sefalizacion,
RhoA/ROCK/LIMK/Cofilina en espermatozoides de bovino y ratdn podria estar
relacionada con la polimerizacion de la actina durante la capacitacion (Fiedler et al., 2008;

Romarowski et al., 2015).

Se ha propuesto que la polimerizacion de la actina en los espermatozoides,
depende de vias de sefializacion no relacionadas con las proteinas Rho, por ejemplo, la
activacion de la fosfolipasa D1 (PLD1), que se da por el aumento de PIP2, y una vez

activa PLD1 hidroliza a la fosfatidilcolina (PC) para producir acido fosfatidico (PA), el cual
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es necesario para la polimerizaciéon de la actina (Breitbart et al., 2005; Ickowicz et al.,
2012; Shabtay and Breitbart, 2016; Breitbart and Finkelstein, 2018). Otro miembro
propuesto para esta via es el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) que
estimula las vias de sefalizacion relacionadas con PISK/ARF/P14K y PLC/PKC, las cuales
llevarian a la activacion de PLD1 (Breitbart and Etkovitz, 2011).

Cinasas reguladas por senales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2)

El genoma de los espermatozoides esta altamente compactado, por lo que son
transcripcional y traduccionalmente inactivos (Engel et al., 1973). En la ausencia de la
sintesis de proteinas, la funcionalidad de esta célula depende de modificaciones post-

traduccionales de sus proteinas dirigidas por vias de sefalizacion (Nixon et al., 2010).

Entre las vias sefalizacién de las proteinas cinasas activadas por mitégeno
(MAPKs) mas estudiadas se encuentra la via de las cinasas reguladas por sefales
extracelulares 1 y 2 (ERK1/2), la cinasa ERK1 (MAPK3) tiene un peso molecular de 44
kDa, mientras que ERK2 (MAPK1) tiene un peso de 42 kDa (Cargnello and Roux, 2011).
En las células somaticas, ERK1/2 son activadas en respuesta a diferentes factores como
son: el factor de crecimiento derivado de placenta (PDGF), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento nervioso (NGF), la insulina, por receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs), citosinas, estrés osmotico y desorganizacion de los
microtubulos (Cargnello and Roux, 2011; Roskoski, 2012).

La cascada de sefializacion de ERK1/2 incluye a las proteinas adaptadoras Shc y
Grb2, al factor intercambiador de nucleétido de guanina (GEF) SOS, a las GTPasas
pequenas de la familia Ras o Rho como Rap y Ras, a la MAP3K Raf (Ser/Thr), a la
MAP2K MEK1/2 (Ser/Thr y Tyr), y finalmente a las MAPK ERK1/2 (Ser/Thr) (de
Lamirande and Gagnon, 2002; Nixon et al., 2010). La activacion en cascada de esta via
puede durar entre 20 min de manera transitoria y hasta 2 o 3 horas de manera sostenida
(Wortzel and Seger, 2011). Considerando que la accién de la mayoria de las MAPKs se

dirige principalmente hacia la activacion de factores de transcripcién, ERK1/2 también



pueden desencadenar eventos citoplasmaticos, a través de la fosforilacion de distintas

proteinas.

ERK1/2 y el citoesqueleto de actina

ERK1/2 pueden mediar la remodelacion del citoesqueleto de actina y/o la
formacion de nuevos filamentos de actina, a través de la fosforilacién directa o indirecta
de proteinas de union a la actina (Huang et al., 2004; Kelley et al., 2010; Tanimura and
Takeda, 2017). Se ha reportado que en células somaticas, ERK1/2 pueden fosforilar tanto
a paxilina como a FAK, mediando de esta manera su unién (Hunger-Glaser et al., 2003;
Yoon and Seger, 2006; Dobkin-Bekman et al., 2009; Zheng et al., 2009). Por otro lado,
se ha reportado que la inhibicion de ERK1/2 reduce significativamente la activacion de
RhoA y con ello, la actividad de la via ROCK/LIMK. LIMK regula la actividad de cofilina,
que dependiendo de su estado de fosforilacion, interviene en los procesos de
polimerizacion y despolimerizacién de la actina (Xiao et al., 2015). Curiosamente, también
se sabe que ERK1/2 pueden estar regulando la activacion de RhoA a través de la
fosforilacion del GEF-H1 en su residuo Thr678. Esta fosforilacidn mejora la actividad del
GEF-H1 y es un requerimiento previo para la activacion de RhoA (Fuijishiro et al., 2008;
Waheed et al., 2013), ya que este GEF también puede regular la activacion de Rac1, pero

para ello requiere la fosforilacion en el residuo Ser885 (Waheed et al., 2013).

ERK1/2 en los espermatozoides de los mamiferos

ERK1/2 han sido localizadas en espermatozoides de mamiferos, tanto en la
cabeza (Luconi et al., 1998a; Luconi et al., 1998b) como en el flagelo (Almog et al., 2008;
Nixon et al., 2010). Ademas, los elementos centrales en esta via: Shc, Grb2, RAS, RAF1,
MEK y ERK1/2 han sido encontrados en espermatozoides de ratén, cerdo y seres
humanos (de Lamirande and Gagnon, 2002; Awda and Buhr, 2010; Nixon et al., 2010).
En espermatozoides de raton, se ha reportado la activacion maxima de ERK1/2 después
de 10 min de incubacion en un medio capacitante (Jaldety and Breitbart, 2015). Durante
la capacitacion, se les ha relacionado a ERK1/2 en la regulacién de la fosforilacion de los
residuos de tirosina (de Lamirande and Gagnon, 2002; O'Flaherty et al., 2005; 2006a;



2006b; Luna et al., 2012), aunque no se ha observado que tengan una participacion
directa en la via de AMPc/PKA/TPK (Luna et al., 2012). ERK1/2, también se les relaciona
con la regulacion de la fosforilacion de tirosinas de superficie, las cuales se relacionan

con la interaccion espermatozoide-zona pelucida (Nixon et al., 2010).

Por otro lado, la inhibicién de la via ha mostrado la inhibicion de la RA inducida
por: ZP, ionéforo de calcio A23187 (du Plessis et al., 2001; Almog et al., 2008; du Plessis
et al., 2010), lisofosfatidilcolina (de Lamirande and Gagnon, 2002) o por progesterona
(Luconi et al., 1998b). Los hallazgos sugirieren que ERK1/2 estan involucradas en la RA,
a través de tres posibles vias: 1) mediante la regulacion del flujo de Ca?* que conduce a
la RA (Jaldety and Breitbart, 2015); 2) a través de la activacion de la fosfolipasa A2
(PLA2), la cual media la liberacion de acidos grasos y lisofosfolipidos importantes para la
fusion de las membranas durante la RA (Chen et al., 2005); y 3) por la fosforilacion de los
motivos treonina-glutamico-tirosina (Thr-Glu-Tyr) que se producen 15 min después de
inducir la RA (Liguori et al., 2005). En todos los casos, estos efectos fueron inhibidos por
U0126 y PD098059, antagonistas especificos de MEK1/2, cinasas que activan a ERK1/2.

La identidad del ligando fisioldgico y el receptor responsable de la activacion de la
via de ERK1/2 en el espermatozoide sigue siendo controversial. Se han detectado
receptores en los espermatozoides de los mamiferos que pudieran estar relacionados
con dicha activacion, incluyendo: el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGFR), el receptor del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF1R y IGF2R), el
receptor de adenosina A1 y su sefalizacion por sus proteinas Gg/11 y Gai2 acopladas
(Minelli et al., 2008) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (Lax et al.,
1994; Naz and Padman, 1999; Cotton et al., 2006; Luna et al., 2012; Jaldety and Breitbart,
2015). Ademas, la progesterona se ha propuesto como el ligando natural que podria
participar en la activacion de la via de ERK1/2, ya que esta hormona induce la activacion
de ERK1/2 (Luconi et al., 1998b). Otras hormonas que se han sugerido participan en la
activacion de ERK1/2 es el estradiol, la testosterona o 4-androsteno-3,17-diona
(precursor del estradiol) (Aquila et al., 2003), el 17B-estradiol activando a los receptores

de estrogenos a y B (Aquila et al., 2003), la leptina (Aquila et al., 2008) y la melatonina



(Espino et al., 2011). Cabe mencionar que a todas estas hormonas se les ha relacionado

con la supervivencia de los espermatozoides.

Sin embargo, a pesar de estas investigaciones, se desconoce si estos receptores
y ligandos estan relacionados con la activacion de ERK1/2 que se da in vitro en los

espermatozoides durante su incubacion en un medio capacitante.

Cinasa de adhesion focal (FAK)

La cinasa de adhesiones focales (FAK), también conocida como proteina tirosina
cinasa 2 (PTK2), es una proteina de 125 kDa que no tiene un receptor tirosina cinasa
conocido, desempeia un papel integral en el ensamble de adhesiones focales, ademas
juega un papel central en la sefializacidn por integrinas que se da por la adhesion célula-
matriz extracelular y es importante en la transmision de senales celulares funcionando
como andamio para otras proteinas (Franchini, 2012). Se sabe que la ruta de activacién
clasica de FAK implica su asociacion con la integrina 31 o B3, cuando la integrina se une
a una proteina de matriz extracelular como la fibronectina (FNT) expone los péptidos
truncos del dominio citoplasmatico en donde FAK se une, enseguida FAK experimenta
un cambio conformacional, se autofosforila en Tyr397 y se activa (Schaller et al., 1994;
Cooper et al., 2003). Adicionalmente, varios estudios en células somaticas sugieren que
FAK después de su activacion, es fosforilada en Tyr925 por cinasas de la familia Src.
Esta fosforilacion induce el reclutamiento de Grb2-SOS (Hall et al., 2011; Lu and Rounds,
2012), lo que conduce a la activacién de la GTPasa Ras y como consecuencia la
subsecuente activacion de la via Rafi/MEK/ERK1/2 (Renshaw et al., 1999). Este
antecedente sugiere que esta via podria ser un fuerte candidato en la activaciéon de

ERK1/2 en espermatozoides.

La presencia de FAK en los espermatozoides de mamiferos es poco conocida,
existen evidencias de la cinasa relacionada con FAK PyK2 (PTK2B), la cual ha sido
relacionada con la regulacién de la fosforilacidon de proteinas durante la capacitacién de
espermatozoides de seres humanos, bovino y caballo a través de la activaciéon de la
cinasa dependiente de calmodulina Il (CaMKIl) (Gonzalez-Fernandez et al., 2013;

Battistone et al., 2014; Rotfeld et al., 2014).
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ANTECEDENTES DIRECTOS

Se ha reportado la presencia de FNT en la superficie celular de los
espermatozoides de mamiferos (Koehler et al., 1980; Vuento et al., 1984; Glander et al.,
1987; Fusi and Bronson, 1992; Miranda and Tezon, 1992; Ekhlasi-Hundrieser et al.,
2005b; Thys et al., 2009). La cual es el ligando de las integrinas 31 y 3, y su presencia
también se han reportado en espermatozoides de diferentes especies de mamiferos
(Barraud-Lange et al., 2007; Thys et al., 2009; Boissonnas et al., 2010). Ademas, como
ya mencionamos anteriormente estan involucradas en la activacion de FAK (Schaller et
al., 1994; Cooper et al., 2003).

Ademas, resultados de nuestro laboratorio mostraron la presencia de FAK en
espermatozoides de seres humanos, raton y cobayo, el cual se activa por
autofosforilacion en el residuo Tyr397 durante la capacitacion (Roa-Espitia et al., 2016).
Resulta interesante, que el inhibir a FAK tiene importantes efectos sobre los
espermatozoides: induce la RA de manera dependiente de Ca?* extracelular y no permite
la polimerizacion de la actina durante la capacitacion (Roa-Espitia et al., 2016). Nuestro
grupo ademas demostroé que FAK esta asociada con la integrina-$1 en espermatozoides

de cobayo (Roa-Espitia et al., 2016).

También hemos observado que ERK1/2 estan en espermatozoides de cobayo y
detectamos que la isoforma con mayor presencia es ERK2, mientras que ERK1 se
encontré en menor cantidad (Salgado-Lucio, 2014). Encontramos que ERK2 se activa a
tiempos tempranos durante la capacitacion, llegando a su pico maximo a los 10 min
(Salgado-Lucio, 2014), de igual manera como lo han reportado para otras especies
(Jaldety and Breitbart, 2015). Observamos ademas, mediante el ensayo de
clortetraciclina y la inhibicion de ERK1/2 (por el inhibidor especifico FR180204) que
ERK1/2 participan en la RA espontanea pero no en la capacitacion (Salgado-Lucio,

2014). Por otro lado, resultados de nuestro laboratorio por dos diferentes técnicas
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sugieren que la via de activacion de ERK2 es a través de FAK, ya que la inhibicién de
FAK no permite la activacion de ERK2 (Salgado-Lucio, 2014).

Ademas, obtuvimos evidencia que sugiere que RhoA participa en la polimerizacion
de la actina, ya que su inhibicion bloquea la polimerizacién de ésta y la inhibicion de la
cinasa de Rho (ROCK1) un efector de RhoA, también inhibe la polimerizacién de la actina
(Reyes-Miguel, 2013). En conjunto estos datos apoyan la existencia de una via de
sefalizacion regulada por FAK que regula la polimerizacion de la actina durante la

capacitacién, en la que interviene RhoA/ROCK1.
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JUSTIFICACION

Uno de los principales procesos que ocurren durante la capacitacion es la
polimerizacion de actina, pero se sabe poco acerca de como se regula este proceso.
Ademas, se desconoce cual es el ligando y el receptor responsable de la activacion de la
via de ERK1/2 en los espermatozoides de mamiferos incubados en condiciones
capacitante. Adicionalmente la via de ERK1/2 podria estar participando en la regulacién
de la polimerizacidn del citoesqueleto de actina que se da durante la capacitacion
probablemente al activar a un GEF de RhoA como el GEF-H1.

HIPOTESIS

Proponemos que probablemente fibronectina/integrina/FAK/ERK2/RhoA es una
de las vias responsables en la regulacion de la polimerizacién de actina. Sugerimos que
debido a que algunas especies de mamiferos forman rosetas interactuando entre si a
través de la cabeza, esta interaccion podria darse a través de la unién integrina-
fibronectina. Ademas, esta interacciéon es una buena candidata como posible via de
activacion de ERK2, la cual llevaria a la activacion de RhoA y finalmente a la participacion

en la polimerizacion del citoesqueleto de actina.

12



OBJETIVO GENERAL

Investigar la via de senalizacion, tanto rio arriba como rio abajo, que relaciona a la

cinasa de adhesiones focales (FAK) y a las cinasas reguladas por sefiales extracelulares

1y 2 (ERK1/2) con la polimerizacidén de actina durante la capacitacion.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.

9.

Determinar la participacion de ERK1/2 en la RA inducida por progesterona en
espermatozoides de cobayo.

Comprobar si ERK1/2 participan en la capacitacion.
Definir si ERK1/2 participan en la polimerizacién de actina.

Determinar la presencia de FNT asociada a la membrana plasmatica de los
espermatozoides de cobayo.

Determinar si la interaccion fibronectina-integrina 31 participa en la formacién de
las rosetas durante la capacitacion.

Determinar si las integrinas participan en la activacion de ERK1/2.

Corroborar la participacion de FAK en la activacion de ERK1/2.

Determinar la presencia del GEF-H1 en espermatozoides de cobayo y su relacion
con FAK y ERK1/2.

Definir la participacion del GEF-H1 en la activacion de RhoA.

10. Confirmar la participacion de RhoA en la polimerizacion de actina.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Piruvato de sodio, acido lactico, DL-ditiotreitol, Triton X-100, yodoacetamida,
benzamidina, aprotinina, pepstatina, paminobenzamidina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo,
(PMSF), Trizma base, ortovanadato de sodio, floruro de sodio y el inhibidor de PKA Rp-
cAMPS sal de trietilamonio (A165), fueron comprados de Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). El céctel de inhibidor de proteasas (tabletas Complete ™) se obtuvo de Roche
Diagnostics y Molecular Biochemicals (Mannheim, Alemania). Las membranas de
nitrocelulosa, acrilamida, N'-metileno-bisacrilamida y dodecil sulfato de sodio (SDS) se
obtuvieron de Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA). El reactivo de quimioluminiscencia
mejorada (ECL) se adquiri6 de Amersham (Buckinghamshire, Reino Unido) o Millipore
(Billerica, MA). Clorhidrato de clortetraciclina (CTC) (C-4881) se obtuvo de Sigma-Aldrich.
El inhibidor de ERK1/2 FR180204 (sc203945), el inhibidor de MEK1/2 PD98059 (sc-
3535A) y el inhibidor de FAK 14 (sc-203950) fueron adquiridos de Santa Cruz
Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA). El inhibidor de Rho C3 (CT04) se adquirié de
Cytoskeleton Inc. El inhibidor de FAK PF573228 (3239) se obtuvo de Tocris Bioscience
(Bristol, BS11, Reino Unido).

Anticuerpos

El anti-ERK1/2 (M5670) se obtuvo de Sigma-Aldrich, el anti-p-Tyr-100 (9411S) de
Cell Signaling Technology y el Anti-p-Thr (139200) de Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA). Los anticuerpos anti-FAK (sc-551), anti-p-FAK-Y925 (sc-11766), anti-Grb2 (sc-255),
anti-Flot2 (sc-28320) y anti-p-ERK1/2 (sc7383) se adquirieron de Santa Cruz
Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA). El anti-GEF H1 (GTX125893) se obtuvo de Gene
Tex, Inc. (Irvine, USA) y el anti-RhoA (ab68826) de Abcam (Cambridge, Reino Unido).
Los anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa de rabano picante (HRP),
rodamina (TRITC) o fluoresceina (FITC) se obtuvieron de Jackson Immunoresearch
Laboratories Inc. (West Grove, PA). El anticuerpo anti-utrofina 71 (Up71) fue

amablemente donado por el Dr. Dominique Mornet, del INSERM U592 (Paris, Francia).
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El anticuerpo anti-fibronectina (anti-FNT) se elabor6 en el laboratorio 51 del
Departamento de Biologia Celular del CINVESTAV-IPN.

Animales

Los cobayos (Cavia porcellus) machos Dunkin-Hartley que pesaban entre 800-
1000 g se obtuvieron del bioterio del Cinvestav-IPN. Todos los experimentos con
animales y procedimientos de manejo fueron aprobados por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de CINVESTAV-IPN (CICUAL No. 0122-14),
siguiendo las pautas de la norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999, para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Asi como las normas de la
asociacion americana de medicina veterinaria. Se hizo todo lo posible para minimizar el

potencial dolor, estrés o angustia de los animales.

Capacitacion de los espermatozoides

La capacitacion se realizé segun lo descrito por Rogers y Yanagimachi (1975). Los
espermatozoides se obtuvieron a partir del conducto deferente y la cola del epididimo de
los cobayos y después se lavaron en PBS (NaCl 140 mM, KCI 2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM
y Na2HPO4 8.1 mM) pH 7.4. Los espermatozoides se capacitaron a una dilucion de 35 x
106 células/ml en medio minimo de cultivo (MCM-PL) que contenia: NaCl 105.9 mM,
CaCl2 1.71 mM, NaHCO3; 5.07 mM, piruvato de sodio 0.25 mM, DL-acido lactico 85% 20
mM, pH 7.8 y fueron incubados a 37°C. La capacitacion se llevo a cabo durante distintos
tiempos, los cuales se describe en los pies de figura. Los espermatozoides también se
capacitaron en presencia de diferentes inhibidores (PF573228 (5 uM) o inhibidor FAK 14
(5 uM) inhibidores de FAK, PD98059 (50 uM) inhibidor de MEK1/2, FR180204 (10 uM)
inhibidos de ERK1/2, C3 (1 pg/mL) inhibidor de RhoA o Rp-cAMPS (500 uM) inhibidor de
PKA, estos farmacos se agregaron desde el inicio de la capacitacion. Cualquier cambio

se indica en los pies de figura.
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Ensayo de fluorescencia con la clortetraciclina (CTC)

Este procedimiento, descrito por primera vez por Ward y Storey (1984) (Ward and
Storey, 1984), se modificd para los espermatozoides de cobayo (Maldonado-Garcia et
al., 2017). La RA se indujo fisioldgicamente en ausencia o presencia del inhibidor
FR180204, y durante la capacitacion, los espermatozoides se incubaron con
progesterona (4-Pregnene-3,20-dione, 10 uM) por 20 min antes de realizar el ensayo con
CTC. En el momento del ensayo, se mezcld 45 pl de la suspension de espermatozoides
no capacitada o capacitada por 90 min en ausencia o en presencia del inhibidor
FR180204 con 45 pl de solucion de CTC (CTC 750 mM en NaCl 130 mM, cisteina 5 mM,
TRIS 20 mM, pH 7.8) y se incubd durante 20 s a 37°C. Inmediatamente después de la
incubacion, las suspensiones de espermatozoides-CTC se fijaron a temperatura
ambiente con 0.75 pl de glutaraldehido (12.5%) en TRIS 1M (pH 7.4) para obtener una
concentracion final 0.1% de glutaraldehido y 0.5 Mm de TRIS.TRIS 0.5 mM (pH 7.4). Una
muestra de 10 ul de la suspension espermatica-CTC se colocd en un portaobjeto de
vidrio, se cubrié con un cubreobjetos, se sell6 adecuadamente y se almacen6 durante 48
h a 4°C para eliminar la fluorescencia de fondo. La soluciéon de CTC se mantuvo en un
recipiente protegido de la luz a 4°C en todo momento. Todas las imagenes de
fluorescencia se observaron en un microscopio de epifluorescencia (Olympus BXS5)
usando para registrar las imagenes el software Nis-Element 3.1. Quinientos
espermatozoides por muestra se clasificaron como que expresaban uno de los tres
patrones de tincion de CTC: Patron F: no capacitados, espermatozoides con el acrosoma
intacto con una fluorescencia tenue en la region del acrosomal; Patron B: capacitados,
espermatozoides con el acrosoma intacto con fluorescencia brillante en la region
acrosomal y a lo largo del segmento ecuatorial; Patron AR: RA fisioldgica,
espermatozoides sin acrosoma con fluorescencia en la regién post-acrosomal y el

segmento ecuatorial (excitacion CTC a 330-380 nm, emision a 420 nm).

Ensayos de inmunofluorescencia indirecta

A muestras de espermatozoides en suspension no capacitados y capacitados en

presencia o ausencia de algun inhibidor se les adicion6 una solucién fijadora (PBS con
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formaldehido al 3% v/v y glutaraldehido al 0.2% v/v) en una proporcién 1:1 para obtener
con una concentracion final de formaldehido al 1.5% (v/v) y glutaraldehido al 0.1% (v/v).
Después de una hora de fijacidon, los espermatozoides se recogieron por centrifugacion
(600 g durante 3 min). Los espermatozoides sedimentados se incubaron en NH4Cl 50
mM (diluido en PBS) durante 15 min, se hicieron dos lavados con PBS vy finalmente se
suspendieron con agua bi-destilada. Se prepararon frotis en portaobjetos usando esta
suspension, se secaron al aire a temperatura ambiente durante 48 h y se almacenaron a
4°C.

Los espermatozoides en los frotis se permeabilizaron en PBS-Tritén 0.1% durante
20 min a temperatura ambiente y se lavaron con PBS. Los anticuerpos se diluyeron en
solucion de bloqueo PBS con 1% de BSA: ERK (1:100), p-ERK (1:50), FAK (1:50), Grb2
(1:50), Flot2 (1:50) y GEF-H1 (1:50), y se aplacaron sobre las células y se incubaron en
los portaobjetos durante toda la noche a temperatura ambiente, en una camara humeda
y protegidos de la luz, después los portaobjetos se lavaron con PBS, enseguida los
portaobjetos se incubaron durante 2 h en camara humeda, protegidos de la luz a 37°C
con el anticuerpo secundario conjugado con TRITC o FITC (1:50) diluido en solucion de
bloqueo. Las muestras se montaron con cubreobjetos de vidrio utilizando Gelvatol, se
sellaron adecuadamente y se almacenaron a -20°C hasta su observacion. La presencia
de FNT en las superficies de los espermatozoides se determind mediante el
procedimiento mencionado anteriormente, excepto que los espermatozoides no se
permeabilizaron después de la fijacidon y se trataron directamente con el anticuerpo FNT
(1:100) diluido en solucién de bloqueo. Finalmente, se tomaron imagenes de las células
tefidas con un microscopio confocal (Leica TCS SP8) y se analizaron utilizando el
software de imagenes LAS AF Lite (Ver. 2.6.3).

Ensayo de Western blot (WB)

Los espermatozoides no capacitados y capacitados en diferentes tiempos en
presencia o ausencia de algun inhibidor se centrifugaron a 600 x g durante 3 min y se
suspendieron en una solucion tampén RIPA (TRIS-HCI 25 mM pH 7.6, NaCl 150 mM,

NP-40 al 1%, desoxicolato de sodio al 1% y SDS al 0.1%), suplementado con inhibidores
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de proteasas (5 mg/ml inhibidor de tripsina, 100 mg/ml de benzamidina, 30 mg/ml de
pepstatina, 30 mg/ml de leupeptina, 30 mg/ml de aprotinina, fluoruro de
fenilmetanosulfonilo 1 mM (PMSF) diluido en dimetilsulfoxido, 20 mg/ml de
yodoacetamida, orovanadato de sodio 1 mM, fluoruro de sodio 10 mM, glicerol al 10%,
coctel de inhibidores de proteasas al 2.5% [1 tableta diluida en 1 ml de H20]). Las
muestras se incubaron durante 20 min en hielo y se centrifugaron a 5000 x g durante 30
min a 4°C. Los sobrenadantes se recogieron y la concentracion de proteinas se determino
mediante el ensayo de Bradford (Bradford, 1976). Después, las muestras fueron hervidas
durante 7 min en la soluciéon tampoén para muestra de Laemmli pH 7 (Laemmli, 1970) y
se separaron mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE) en geles de poliacrilamida al 10%. Después se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Towbin et al., 1979) y se bloquearon con leche descremada
al 5% en PBS con Triton al 1% (pH 7.4). Las membranas se incubaron durante toda la
noche a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente: anti-ERK1/2 (1:5000), anti-p-
ERK1/2 (1:250), anti-FAK (1:250), anti-p-FAK-Tyr925 (1:250), anti-GEF H1 (1:500), anti-
Grb2 (1:250) y anti RhoA (1:500) diluidos en PBS-Triton al 1% con BSA al 3%,
posteriormente se realizaron 5 lavados con PBS-Tritén al 1% (pH 7.4). Las membranas
se incubaron con sus respectivos anticuerpos secundarios: anti-conejo conjugado con
HRP (1:5000), anti-ratén conjugado con HRP (1:5000), o anti-cabra conjugado con HRP
(1:5000). Las membranas de nitrocelulosa se lavaron con Amersham ECL y se
expusieron a una pelicula MXB dentro de un casete de autorradiografia o a través del
sistema de imagenes Odyssey Fc. Las imagenes fueron analizadas con el software

Imaged 1.8.0_112. La carga del gel se normalizé con base a Up71 (1:500).

Fosforilacion de las proteinas en tirosinas

Los espermatozoides capacitados a 35 x 10° células/ml en ausencia o presencia
del inhibidor de ERK1/2 FR180204, del inhibidor de MEK1/2 PD98059 o el inhibidor de
PKA Rp-cAMPS, después de la suspension de espermatozoides se tomaron 1 x 107
células, se centrifugaron (3000 x g por 2 min) para quitar el medio de capacitacion, y se
suspendieron en PBS suplementado con inhibidores de fosfatasas (coctel de inhibidor de

proteasa completo [1 tableta diluida en 50 ml de PBS], ortovanadato de sodio 1.0 mMy
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genisteina 0.02 mM), se lavo tres veces con la misma solucién, finalmente los
espermatozoides se suspendieron en la solucién tampon para muestra (Laemmli, 1970)
sin 2-mercaptoetanol y hervido a 100°C durante 5 min como se describié previamente
(Visconti et al., 1995a). Después se centrifugaron a 5000 x g durante 20 min a 6°C, se
descart6 el sedimento y al sobrenadante se le afadié 2-mercaptoetanol al 5% y se
almaceno a -70°C. Cada muestra se hirvié una segunda vez durante 5 min en la solucién
tampdén para muestra, se separ6é en geles SDS-PAGE al 10% y se transfiri6 a una
membrana de nitrocelulosa (Towbin et al., 1979). Las membranas se bloquearon usando
PBS que contenia 0.1% de Tween-20 y 5% de leche descremada durante 2 h en agitacién
constante, enseguida las membranas se lavaron 5 veces con PBS-Tween 0.1%. Los
anticuerpos contra residuos de tirosinas fosforiladas (anti-p-Tyr) se diluyeron (1:2000) en
la solucion de bloqueo (PBS-Tween 0.1% suplementada con BSA 3%), se afadieron a
las membranas y se incubaron durante toda la noche a 4°C. Las membranas se lavaron
5 veces durante 7 min y después se incubaron con el anticuerpo anti-raton conjugado
con HRP diluido en la solucién de bloqueo (1:5000). Las proteinas inmunorreactivas se
detectaron por quimioluminiscencia utilizando Amersham ECL y se expusieron el sistema
de imagenes Odyssey Fc. Se utilizé el analisis densitométrico del programa ImageJ
1.8.0_112, considerando la suma de la densitometria de todas las bandas que aparecen

para cada carril. Se usé Up71 para normalizar la carga de gel.

Evaluacion de la F-actina

Los espermatozoides no capacitados y capacitados en ausencia o presencia del
inhibidor PD98059 o FR180204 se fijaron y se colocaron en portaobjetos como se
describié anteriormente en la seccion de inmunofluorescencia indirecta. Los frotis de
espermatozoides se incubaron durante 60 min a 37°C con faloidina-FITC (1:25) diluida
en PBS y se lavaron 5 veces en PBS. Las muestras se montaron con cubreobjetos de
vidrio utilizando Gelvatol. Todas las imagenes de fluorescencia se obtuvieron utilizando
un microscopio de epifluorescencia (Olympus BX5) y se analizd la intensidad de
fluorescencia de la regidon acrosomal de 500 espermatozoides por cada condicion,
utilizando el software de imagenes NIS-Elements 3.1. La intensidad de fluorescencia de

los diferentes tiempos de capacitacion (N) se normalizé con respecto a la exhibida por
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los espermatozoides no capacitados (NO). La relacion N/NO muestra los cambios que

experimenta la actina filamentosa (F-actina) durante la capacitacion.

Coinmunoprecipitacion

Para los ensayos de inmunoprecipitacion, el anticuerpo anti-GEF-H1 o anti-FAK
se unieron a la proteina A/G-agarosa de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Pierce® Crosslink Immunoprecipitation Kit). Brevemente, 20 ug de cada anticuerpo se
acoplaron a 20 pl de la resina de agarosa-proteina A/G, se incubaron durante una hora a
temperatura ambiente y después se lavaron para eliminar el exceso de los anticuerpos.
EL entrecruzamiento se logré incubando el anticuerpo unido en presencia de DSS 2.5
mM a temperatura ambiente durante 60 min y posteriormente se lavd para eliminar el
exceso de anticuerpo no entrecruzado. Los extractos de proteinas de espermatozoides
no capacitados, capacitados o capacitados en presencia de inhibidores (PF573228 5 uM,
FR180204 10 uM) se obtuvieron como se describe en la seccion de ensayo de WB, 500
Mg de proteina se incubo con la resina de anticuerpo-A/G-agarosa en agitacion constante
durante 12 h a 4°C. Las proteinas no unidas al anticuerpo-A/G-agarosa se recuperaron
por centrifugaciéon a 4000 x g y después se realizaron 3 lavados con el amortiguador de
lavado (Tris 0.025M, NaCl 0.15M, EDTA 0.001M, NP-40 1% vy glicerol 5%, pH 7.4). Las
proteinas asociadas se eluyeron de la resina incubando con el amortiguador de elucién
pH 2.8 incubando por 15 min y se recuperaron mediante centrifugacion a 4000 x g; se
hirvieron en el amortiguador de muestra de Laemmli durante 7 min y se sometieron a
analisis de inmunotransferencia como se describié previamente en la seccion ensayo de
WB.

Ensayo de activacion de RhoA

La actividad de RhoA se determiné mediante un ensayo de pull-down (RhoA Pull-
down Activation Assay Biochem Kit, Citoesqueleto). Se incubaron 300 ug de proteina de
espermatozoides no capacitados, capacitados o capacitados en presencia de algun
inhibidor (PF573228 5 uM, FR180204 10 uM o 1 pyg/mL C3) con Rhotekin-RBD conjugado

con perlas de agarosa a 4°C por 60 min. Las proteinas no unidas a la Rhotekin-RBD se
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recuperaron por centrifugacion a 5000 x g a 4°C durante 3 min y se las agregd el
amortiguador para muestra de Laemmli. Por otro lado, las perlas con la proteina RhoA-
GTP unida a Rhotekin se lavaron 2 veces con el amortiguador de lavado (Tris 25 mM pH
7.5, MgCl2 30 mM y NaCl 40 mM), luego se suspendieron en el amortiguador para
muestra de Laemmli, se hirvieron a 100°C durante 7 min y se sometieron al analisis de
inmunotransferencia como se describié previamente en la seccion ensayo de WB. La

carga del gel se normalizé en base a RhoA total.

Analisis estadistico

Los experimentos se replicaron por lo menos 3 veces. Todos los datos se
presentan como la media + desviacion estandar. Primero se determind si los datos tenian
un comportamiento normal a partir de su distribucién en la campana de Gauss. La
significancia estadistica se analizd6 mediante la prueba t para las comparaciones entre
dos grupos o ANOVA para comparaciones multiples. Se utilizé6 SigmaPlot versién 11.0

para el analisis y una P < 0.05 se consider6 estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

ERK1/2 participan en la RA inducida con progesterona

Como ya se mencioné datos obtenidos con anterioridad a través del ensayo de
CTC sugieren que la inhibicion de ERK1/2 disminuye la RA espontanea. Con el fin de
verificar si también afectaba la RA inducida con progesterona, los espermatozoides se
capacitaron durante 90 min en ausencia o presencia del inhibidor especifico de ERK1/2,
FR180204 (10 uM), y la RA fue inducida durante la capacitacion incubando a los
espermatozoides en presencia de progesterona 20 min antes del ensayo (10 uM). Los
resultados muestran que la RA inducida con progesterona fue significativamente menor
en los espermatozoides capacitados en presencia de FR180204 que en aquellos
capacitados en ausencia del inhibidor (Fig. 3). Al parecer, la inhibicion de ERK1/2 no
afecta la capacitacién debido a que el porcentaje de espermatozoides capacitados
(patron B) fue significativamente mayor en los espermatozoides capacitados en presencia
de FR180204, en comparacién con los capacitados en ausencia de FR180204 (Fig. 3) y
ademas, el porcentaje de espermatozoides no capacitados (patrén F) fue muy similar en
ambos casos. Estos datos sugieren que la inhibicion de ERK1/2 evita la RA inducida

fisioldgicamente, pero no la capacitacién, como ya habiamos reportado anteriormente.

Para verificar que FR180204 no inhibe la capacitacion, evaluamos la distribucion
de flotilina-2, un marcador de los microdominios de membrana, ya que la redistribucion
de estos marcadores se ha propuesto como una caracteristica de la capacitacién (van
Gestel et al., 2005; Gadella and Boerke, 2016; Maldonado-Garcia et al., 2017). Mediante
inmunofluorescencia indirecta usando un anticuerpo especifico que reconoce flotilina-2
(anti-Flot2), observamos dos tipos de patrones de inmunofluorescencia de flotillin-2 en la
cabeza del espermatozoide con acrosoma intacto: un patron disperso en todo el
acrosoma, que es una caracteristica de los espermatozoides no capacitados (P1) y un
patron localizado en la region apical del acrosoma, que es una caracteristica de los
espermatozoides capacitados (P2) (Fig. 4A). Los espermatozoides capacitados (60 min)

en presencia o ausencia del inhibidor FR180204 mostraron un incremento significativo
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del patrén 2 en la organizacién de flotillin-2 con respecto a los espermatozoides no

capacitados (Fig. 4B).
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Figura 3. La inhibicion de ERK1/2 disminuye la RA inducida con progesterona. Los
espermatozoides se capacitaron en ausencia o presencia del inhibidor de ERK1/2, FR180204 (FR)
durante 90 min y se indujo la RA fisiolégica con progesterona (P4) por 20 min antes de la prueba. Los
espermatozoides se tifieron con CTC y se cuantificé el porcentaje de diferentes patrones (500 células).
Los patrones cuantificados fueron: F corresponde a espermatozoides no capacitados, B corresponde
a espermatozoides capacitados, AR corresponde a espermatozoides que experimentan reaccion
acrosomal. Los datos estan expresados como medias = desviacién estandar. Las diferencias se
consideraron significativas a P < 0.05, n=3. Las imagenes del lado derecho corresponden a los tres
diferentes patrones de tincién de CTC en los espermatozoides de cobayo después de la capacitacion:
Patron F: fluorescencia tenue en la region del acrosoma, caracteristica de células no capacitadas con
acrosoma intacto. Patron B: fluorescencia brillante en las regiones acrosomal y post-acrosomal y una
banda a lo largo de la regién ecuatorial, caracteristico de las células capacitadas con acrosoma intacto.
Patrén AR: fluorescencia brillante en el segmento ecuatorial, caracteristico de las células con reaccion
acrosomal fisiolégica. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes.

También se analizé el efecto de FR180204 sobre la fosforilacion de proteinas en
tirosinas (p-Tyr), el cual es considerado como el principal marcador de la capacitacion
espermatica (Visconti et al., 1995a). El analisis del WB muestra un aumento significativo
de p-Tyr a los 60 min de capacitaciéon (Fig. 5A, B), este aumento también ocurrié en los
espermatozoides capacitado en presencia de FR180204 (10 uM), y se inhibi6

significativamente cuando los espermatozoides se capacitaron en presencia de un
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inhibidor de la PKA, Rp-cAMPS (Fig. 5A, B). Esto comprueba que ERK1/2 no participan

en la p-Tyr durante la capacitacion de los espermatozoides de cobayo.
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Figura 4. La inhibicién de ERK1/2 no afectan la distribucién de los microdominios de membrana
durante la capacitacion. A) Los espermatozoides no capacitados (NC), capacitados durante 60 min
(Cap) y capacitados durante 60 min en presencia del inhibidor FR180204 (Cap + FR) se fijaron usando
formaldehido-glutaraldehido. Las imagenes a la izquierda muestran la proteina flotilina-2 que se detectd
mediante un ensayo de inmunofluorescencia indirecta usando el anticuerpo anti-Flot2. Las imagenes
de la derecha muestran el respectivo campo claro. La flecha en el panel superior indica a Flot2 disperso
en toda la region del acrosoma (patrén P1), las flechas en el panel central y el panel inferior indican a
Flot2 en la region apical del acrosoma (patron P2). Las imagenes representan tres experimentos
independientes. Barra 10 ym. B) Cuantificacién de los patrones de localizacién de la proteina flotilina-
2 (100 células) en espermatozoides no capacitados y capacitados (60 min) en ausencia o presencia
del inhibidor FR180204 (FR). Los patrones cuantificados fueron: P1 que corresponde a
espermatozoides no capacitados; P2 que corresponde a espermatozoides capacitados. Los datos
estan expresados como medias + desviacion estandar. Las diferencias se consideraron significativas
a P <0.05, n=3.

Para confirmar estos resultados, se utilizé un inhibidor de las cinasas MEK1/2
(PD98059) que activan a ERK1/2 fosforandolas en Tyr204/Thr202 y Tyr185/Thr187,
respectivamente (Roskoski, 2012). Los espermatozoides capacitados en presencia de
PD98059 (50 pM) mostraron una fuerte disminucion en la fosforilacion de ERK1/2 (Fig.
5C, D). Sin embargo, la inhibicion de MEK1/2 o ERK1/2 solo produjo una disminucion no
significativa de p-Tyr (Fig. 5A, B).
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Figura 5. ERK1/2 no participan en la fosforilacion de proteinas en Tyr durante la capacitacion.
(A) Los espermatozoides se capacitaron durante 60 min (Cap) en ausencia o en presencia de
FR180204 (FR), PD98059 (PD) o un inhibidor de PKA Rp-cAMPS (Rp) para la evaluacion de la p-Tyr
los extractos de espermatozoides (1 x 107 células) se separaron por SDS-PAGE y se analizaron por
WB. Las proteinas se detectaron usando el anticuerpo anti-p-Tyr. Se usé la proteina utrofina de 71 kDa
(Up71) para asegurar una carga igual de proteina (panel inferior). B) Densitometria del aumento de la
p-Tyr durante la capacitacion normalizada con respecto al no capacitado (NC). Los datos estan
expresados como medias * desviacion estandar. Las diferencias se consideraron significativas a P <
0.05, n=3. C) Los niveles de p-ERK1/2 se determinaron por WB utilizando extractos totales (150 ug) de
espermatozoides no capacitados, capacitados durante 10 min (Cap) y capacitados durante 10 min en
presencia del inhibidor MEK1/2 PD98059 (PD). Panel superior: p-ERK1/2 detectado con el anticuerpo
anti-p-ERK1/2 (Tyr204). Panel inferior: ERK1/2 total detectado con el anticuerpo anti-ERK1/2. D)
Densitometria del aumento relativo de p-ERK1/2 Tyr204/ ERK1/2-total después de 10 min de
capacitacion, normalizado con respecto a los espermatozoides no capacitados. Los datos estan
expresados como medias * desviacion estandar. Las diferencias se consideraron significativas a P <
0.05, n=3.
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También se probd una concentracion mas alta de PD98059 (100 uM) para
determinar si era capaz de inhibir significativamente la p-Tyr. Cuando los
espermatozoides se capacitaron en presencia de 100 uM de PD98059, unos minutos
después del inicio de la incubacion experimentaron la pérdida del acrosoma y se
inmovilizaron, lo que indica que esta concentracion de PD98059 es muy toxica para los

espermatozoides de cobayo (datos no mostrados).

ERK1/2 participan en la polimerizacién de actina que se da en el acrosoma durante
la capacitacion

La remodelacion de los microfilamentos o del citoesqueleto de actina es uno de
los principales eventos durante la capacitacion (Brener et al., 2003; Roa-Espitia et al.,
2016). Por lo tanto, el presente estudio explord si la inhibicion de ERK1/2 afecta la
polimerizacion de la actina utilizando un inhibidor especifico de ERK1/2 (FR180204) y un
inhibidor indirecto de ERK1/2 (PD98059), el cual inhibe las cinasas MEK1/2 (Fig. 5C, D).
Para lograr este objetivo, los espermatozoides se tifieron con faloidina-FITC que
reconoce especificamente los filamentos de actina (F-actina), la fluorescencia emitida fue
cuantificada mediante el programa Nis3.1 (ver Métodos). Durante la capacitacioén, la
cantidad de F-actina aumentd de manera constante hasta 60 min de incubacién; después
de este tiempo, la cantidad disminuyo ligeramente (Fig. 6A, B). Cuando se evaluo la F-
actina en los espermatozoides capacitados en presencia del inhibidor FR180204 (10 uM)
o PD98059 (50 uM), la cantidad aumenté de manera constante hasta los 30 min. Sin
embargo, no se alcanzaron los niveles del control ya que la cantidad de F-actina fue
significativamente menor a los 60 y 90 min (Fig. 6B). Estos resultados sugieren que
ERK1/2 podria estar involucrado en la modulacion de la polimerizacion de la actina
durante la capacitacidén. Un analisis adicional de estos resultados muestra que el nivel de
F-actina alcanzado en presencia de inhibidores (FR180204 y PD98059) a los 60 y 90 min
de capacitacién es aproximadamente 50% menor a los niveles que alcanzan los
espermatozoides capacitados en ausencia de los inhibidores, pero significativamente
mayor (P < 0.05) que la mostrada por los espermatozoides no capacitados (Tiempo 0
min); ésta pudiera ser suficiente para que la capacitacion se realice con éxito, pero no la
RA.
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Figura 6. La inhibicion de ERK1/2 suprime la polimerizacion del citoesqueleto de actina durante
la capacitacion. A) Los espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (Cap) y capacitados en
presencia de FR180204 (Cap+FR) se analizaron por microscopia de epifluorescencia para detectar F-
actina usando faloidina-FITC. La primera fila muestra F-actina en espermatozoides capacitados; la
tercera fila muestra F-actina en espermatozoides capacitados en presencia de inhibidor ERK1/2
(FR180204). Las imagenes de abajo muestran el respectivo campo claro. Las imagenes representan
tres experimentos independientes. Barra 10 ym. B) Cuantificacion de los niveles de fluorescencia
(unidades arbitrarias) de F-actina detectada por faloidina-FITC, normalizada con respecto a niveles de
faloidina-FITC de los espermatozoides no capacitados (Tiempo 0 min). La linea sdlida con circulos
corresponde a los espermatozoides capacitados (Cap), los guiones con circulos vacios corresponden
a los espermatozoides capacitados en presencia de FR180204 (Cap + FR) y la linea punteada con
triangulos vacios corresponden a los espermatozoides capacitados en presencia de PD98059 (Cap +

PD). Los datos estan expresados como medias *+ desviacion estandar. * Datos con diferencias
significativas con respecto al control (Cap) P< 0.05, n=3.
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La interaccidon espermatozoide-espermatozoide activa a ERK2

Recientemente se reportd que la cinasa de adhesién focal (FAK) de 125 kDa
modula la polimerizacion de la actina durante la capacitacidon ya que la inhibicidn de FAK
por PF573228 inhibe este proceso (Roa-Espitia et al., 2016). Ahora sugerimos que la via
de senalizacion FAK/Grb2/SOS/Ras/MEK podria regular la activacién de ERK1/2 ya que
como reportamos con anterioridad, la inhibicion de FAK inhibe la activacion de ERK2
(Salgado-Lucio, 2014). Adicionalmente se sabe que la via de activacion clasica de FAK
implica su asociacién con las cadenas de integrinas 1 o f3; cuando se unen a una
proteina de matriz extracelular, como la FNT, estas cadenas experimentan un cambio
conformacional que permite la autofosforilacion de FAK en Tyr397 (Schaller et al., 1994;
Cooper et al., 2003). Recientemente, nuestro grupo demostré que FAK esta asociado con

la integrina B1 en los espermatozoides de cobayo (Roa-Espitia et al., 2016).

Ademas, se ha encontrado FNT en la superficie extracelular de espermatozoides
humanos, equinos, porcinos y bovinos (Koehler et al., 1980; Vuento et al., 1984; Glander
et al., 1987; Fusi and Bronson, 1992; Miranda and Tezon, 1992; Ekhlasi-Hundrieser et
al., 2005a; Thys et al., 2009). En base a estos datos, proponemos que FAK se activa por
la interaccion de las cabezas de los espermatozoides durante la capacitacion, cuando se
forman las rosetas. Dicha interaccion tendria lugar a través de union de las integrinas con
FNT, presentes en las superficies de las células espermaticas. Para corroborar esta
hipotesis, observamos si los espermatozoides de cobayo expresaron FNT en su
superficie. Un anticuerpo anti-FNT mostré a FNT esta ubicado en la superficie de la region
acrosomal y la pieza media de los espermatozoides de cobayo (Fig. 7A). El analisis de
WB determind que la proteina reconocida por el anti-FNT tenia una movilidad relativa
aproximada de 250 kDa, que corresponde a FNT, como se muestra por la FNT purificada

del plasma sanguineo humano utilizado como control (Fig. 7B).

Para determinar si la formacion de rosetas dependia de la interaccion FNT-
integrina, los espermatozoides se capacitaron en ausencia o presencia del tripéptido
RGD (100 yM) o el anticuerpo anti-integrina 1 (1:25), y se contd el numero de rosetas

por campo (Fig. 7C).
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Figura 7. La interaccion fibronectinal/integrina regula la formacion de rosetas en los
espermatozoides de cobayo. A) Los espermatozoides se trataron para la localizacion de FNT
mediante ensayo de inmunofluorescencia. La imagen a la izquierda corresponde a la localizacion de
FNT. La imagen de la derecha muestra el respectivo campo claro. Las imagenes representan tres
experimentos independientes. Barra 10 um. B) FNT purificada a partir de plasma sanguineo humano
(FNT, 50 pg) y extractos de espermatozoides no capacitados (Esptz, 150 ug) se analizaron mediante
WB y se detectd la proteina FNT usando un anticuerpo anti-FNT, n=3. C) Los espermatozoides se
capacitaron durante 60 min (Cap) en ausencia y presencia del tripéptido RGD o el anticuerpo anti-
integrina 31 (ab-B1). Las imagenes representan tres experimentos independientes. Barra 50 um. D) La
formacién de rosetas se cuantificd por microscopia 6ptica. Los datos estan expresados como medias
+ desviacion estandar. Las diferencias se consideraron significativas a P < 0.05, n=3.

El numero promedio de rosetas por campo después de 60 min de capacitacién fue

significativamente menor en el caso de los espermatozoides capacitados en presencia
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del tripéptido RGD o en presencia del anticuerpo anti-integrina 1 (Fig. 7D), lo que sugiere
que la formacion de las rosetas esta mediada por la union de las integrinas con su ligando,
probablemente la FNT. Interesantemente, al capacitarse en presencia del tripéptido RGD,
los espermatozoides mostraron una tendencia significativa a aumentar la RA (Fig. 8A), y
se observo un efecto similar cuando los espermatozoides se capacitaron en presencia de
la FNT (100 pg/ml) (Fig. 8B), lo que sugiere que la formacion de las rosetas podria evitar
una RA espontanea temprana. Finalmente, para determinar la participacion de las
integrinas en la activacion de ERK1/2, los niveles de p-ERK2 se analizaron mediante WB
para determinar si la interacciéon entre RGD vy la integrina tuvo algun efecto sobre la
activacién de ERK1/2 (Fig. 9). Los resultados mostraron un aumento significativo de p-
ERK2 en los espermatozoides capacitados en presencia del tripéptido RGD, en
comparacion con aquellos capacitados en ausencia del tripéptido (Fig. 9A, B). Tomados
en conjunto, estos resultados sugieren que la via fibronectina/integrina esta asociada a

la formacion de las rosetas y a la activacion de ERK2.
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Figura 8. La presencia del tripéptido RGD o la fibronectina durante la capacitacion aumenta la
RA espontanea. A) Los espermatozoides se capacitaron durante 60 min en ausencia y presencia del
tripéptido RGD, y se cuantificé la RA por ensayo de CTC. Los datos estan expresados como media +
desviacion estandar. Las diferencias se consideraron significativas a P < 0.05, n=3. B) Los
espermatozoides se capacitaron durante 60 min en ausencia y presencia de fibronectina (FNT), y la
RA se cuantificé por ensayo CTC. Los datos estan expresados como medias + desviacion estandar.
Las diferencias se consideraron significativas a P < 0.05, n=3.
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Figura 9. Tripéptido RGD aumenta los niveles de p-ERK2. A) Los espermatozoides se capacitaron
durante 10 min en ausencia o presencia del tripéptido RGD, y el estado de fosforilacion de ERK1/2 se
determind utilizando extractos proteicos (300 ug) de espermatozoides no capacitados, capacitados
(Cap 10 min) y capacitados en presencia del tripéptido RGD. Los extractos se analizaron por WB. Panel
superior: p-ERK1/2 detectado con el anticuerpo anti-p-ERK (Tyr204). Panel inferior: ERK1/2 total
detectado con un anticuerpo anti-ERK1/2. B) Densitometria del aumento relativo de p-ERK2/ERK2-
total durante la capacitacion normalizada con respecto a los espermatozoides no capacitados. Los
datos estan expresados como media * desviacion estandar. Las diferencias se consideraron
significativas a P < 0.05, n=3.

FAK activa ERK2 durante la capacitaciéon

Para corroborar nuestra hipétesis, se analiz6 si la inhibicion de FAK tenia un efecto
sobre la activacion de ERK2, a través de dos diferentes inhibidores: PF573228, el cual
se probd con anterioridad (Salgado-Lucio, 2014) y el inhibidor de FAK 14 que se probd
aqui. Debido a que ERK2 alcanzd la activacion maxima a los 10 min, los espermatozoides
se capacitaron durante este tiempo en ausencia o presencia de PF573228 (5 uM) o el
inhibidor de FAK 14 (5 uM). Mediante WB, ERK2 se detecto fosforilada en los extractos
de los espermatozoides capacitados durante 10 min, sin embargo, esta disminuye
significativamente en los espermatozoides no capacitados y en los espermatozoides
capacitados en presencia de PF573228 (PF) o del inhibidor de FAK 14 (FAKi14) (Fig.
10A, B).
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Figura 10. La inhibicién de FAK inhibe la activaciéon de ERK2. A) Los niveles de p-ERK1/2 se
determinaron mediante WB utilizando extractos totales (300 ug) de espermatozoides no capacitados
(NC), capacitados durante 10 min (Cap) y capacitados durante 10 min en presencia del inhibidor FAK
PF573228 (PF) o inhibidor de FAK 14 (FAKi14). Panel superior: p-ERK1/2 detectado con anticuerpo
anti-p-ERK1/2 Tyr204. Panel inferior: ERK1/2 total detectado con un anticuerpo anti-ERK1/2. B)
Densitometria del aumento relativo de p-ERK1/2 Tyr204/ ERK1/2-total después de 10 min de
capacitacién, normalizado con respecto a los espermatozoides no capacitados. Los datos estan
expresados como medias * desviacion estandar. Las diferencias se consideraron significativas a P <
0.05, n=3.

La fosforilacion de FAK en Tyr925 incrementa durante la capacitacion

Por otro lado, como se menciond en resultados anteriores, la activacion de ERK2
se da a los 10 min de la capacitacion (Salgado-Lucio, 2014) y que la inhibicion de FAK
disminuye dicha activacién (Fig. 10). Por lo tanto, investigamos la presencia de la
fosforilacion en Tyr925 de FAK que es indispensable para que FAK active la via que lleva
a la fosforilacién de ERK1/2. Los resultados muestran que la fosforilacién de FAK en
Tyr925 tuvo un nivel basal en los espermatozoides no capacitados y ésta aumento
significativamente en los primeros minutos, hasta los 30 min de la capacitacion,
disminuyendo después de ese tiempo (Fig. 11A, B). Los resultados anteriores sugieren
que FAK podria estar asociada con Grb2 durante la capacitacion y, por lo tanto, activar a
ERK2.
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Figura 11. La fosforilacion de FAK en Tyr925 aumento durante la capacitacion. Para determinar
el estado de fosforilacion de FAK Tyr925, los extractos de espermatozoides (300 ug) no capacitados
(NC) y capacitados (Cap) en los tiempos indicados (1.5-90 min) se separaron mediante SDS-PAGE y
se analizaron mediante WB. A) Panel superior: p-FAK detectado con el anticuerpo anti-p-FAK (Tyr925).
Panel medio: FAK total detectado con el anticuerpo anti-FAK. Panel inferior: se usé Up71 para asegurar
una carga de proteinas igual. B) Densitometria del aumento relativo de p-FAK Tyr925/ FAK-total
durante la capacitacion normalizada con respecto al no capacitado. Los datos se expresan como
medias * desviacion estandar. Las diferencias se consideraron significativas a P < 0.05, n=3.

Grb2 se asocia con FAK durante la capacitacion

Para verificar la participacion de FAK en la activacion de ERK2 se determiné la
interaccion de Grb2 con FAK, esto se debe a que Grb2 es una proteina de andamio que
conduce a la subsecuente activacion de ERK1/2 por la via de sefalizacion candnica.
Observamos la presencia de Grb2 mediante WB, se reveld una banda de proteina a una
movilidad relativa de 50 kDa en espermatozoides no capacitados y capacitados (Fig.
12A), lo que corresponde al dimero de Grb2 (Maignan et al., 1995; Lin et al., 2012).
Posteriormente FAK se inmunoprecipitd, y el analisis de WB reveld que Grb2
coinmunoprecipité junto con FAK (Fig. 12B). Un analisis densitométrico mostré que una
cantidad significativamente mayor de Grb2 coinmunoprecipita con FAK en
espermatozoides capacitados en comparacion con espermatozoides no capacitados;
dicho aumento fue inhibido por PF573228 (Fig. 12C). Ademas, se llevaron a cabo
ensayos reciprocos y se obtuvieron resultados similares; una cantidad significativamente

mayor de FAK coinmunoprecipitado junto con Grb2 en espermatozoides capacitados, en
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comparacion con espermatozoides no capacitados o capacitados en presencia de
PF573228 (Fig. 12D, E).
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Figura 12. Grb2 se asocia con FAK en los primeros 10 min de la capacitacion. A) Grb2 se detecto
en los extractos de los espermatozoides (150 ug) no capacitados (NC, carril 1) y capacitados durante
60 min (Cap, carril 2), asi como en células MDA-MB-231 (50 pg) (MDA, carril 3 y sobreexposicion carril
4), los extractos se analizaron mediante WB y la proteina se detect6 utilizando anti-Grb2, n=3. B) La
interaccion entre Grb2 y FAK se detectd mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacion. Los extractos
de espermatozoides no capacitados, capacitados durante 10 min (Cap) y capacitados durante 10 min
en presencia del inhibidor de FAK PF573228 (PF) se inmunoprecipitaron usando el anticuerpo anti-
FAK 'y se analizaron mediante WB. Panel superior: Grb2 detectado con un anticuerpo anti-Grb2. Panel
inferior; FAK detectado con un anticuerpo anti-FAK. C) Densitometria de la relacion de
inmunoprecipitacion Grb2/FAK después de 10 min de capacitacion normalizada con respecto los
espermatozoides no capacitados. Los datos estan expresados como medias * desviacién estandar.
Las diferencias se consideraron significativas a P < 0.05, n=3. D) La interaccion entre FAK y Grb2 se
detecté mediante un ensayo de coinmunoprecipitacion. Los extractos de los espermatozoides no
capacitados, capacitados durante 10 min (Cap) y capacitados durante 10 min en presencia del inhibidor
de FAK PF573228 (PF) se inmunoprecipitaron usando el anticuerpo anti-Grb2 y se analizaron mediante
WB. Panel superior: FAK detectado con un anticuerpo anti-FAK. Panel inferior: Grb2 detectado con un
anticuerpo anti-Grb2. E) Densitometria de la relacion de inmunoprecipitacion FAK/Grb2 después de 10
min de capacitacion normalizada con respecto los espermatozoides no capacitados. Los datos estan
expresados como medias + desviacion estandar. Las diferencias se consideraron significativas a P <
0.05. n=3.
34



Adicionalmente, la microscopia confocal muestra que tanto FAK como Grb2 se
ubican en la regién acrosomal y en el flagelo de los espermatozoides no capacitados y

capacitados (Fig. 13).

A

Cap+PF/ Cap+PF/

#

Figura 13. FAK y Grb2 colocalizan a los 10 minutos de capacitaciéon. A) Los espermatozoides no
capacitados (NC) (paneles superiores), capacitados (Cap) durante 10 min (paneles centrales) y
capacitados en presencia del inhibidor de FAK PF573228 (Cap + PF) durante 10 min (paneles
inferiores) se prepararon para el analisis por inmunofluorescencia para evaluar la colocalizacion de
Grb2 y FAK por microscopia confocal. La primera columna muestra la proteina Grb2 visualizada con
un anticuerpo secundario conjugado con FITC (verde), la segunda columna muestra la proteina FAK
visualizada con un anticuerpo secundario conjugado con TRITC (rojo), la tercera columna muestra la
superposicion de Grb2 y FAK, y la cuarta columna muestra su respectivo campo claro. Las flechas
indican la colocalizacién de Grb2 y FAK en espermatozoides capacitados (10 min). Las imagenes
representan tres experimentos independientes. Barra 10 um. B) Controles de anticuerpos secundarios
conjugados con TRITC o FITC. Las imagenes de la derecha muestran el respectivo campo claro. Las
imagenes representan tres experimentos independientes. Barra 10 pm.
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En los espermatozoides no capacitados, FAK y Grb2 se encontraron colocalizadas
fuertemente en todo el flagelo, pero no en la regién acrosomal (Fig. 13A). Cuando los
espermatozoides se capacitaron durante 10 min, encontramos que FAK y Grb2
colocalizan fuertemente en la region apical del acrosoma y a lo largo de todo el flagelo
(Fig. 13A). Sin embargo, cuando los espermatozoides se capacitaron en presencia de
PF573228, la colocalizacion en la region apical del acrosoma se perdié (Fig. 13A). Estos
resultados confirmaron que FAK y Grb2 forman el andamio necesario para que la via de

sefalizacion que lleva a la activacion de ERK2 se dé durante la capacitacion.

Expresion y activacion de GEF-H1 en espermatozoides de cobayo

En las células somaticas, ERK1/2 regulan la polimerizacion de la actina activado
al factor de intercambio de nucledtido guanina H1 (GEF-H1) mediante la fosforilacion en
Thr678, el cual media la activacion de RhoA, (Fujishiro et al., 2008; Waheed et al., 2013).
Para saber si FAK y ERK2 regulaban la polimerizacion de la actina en los
espermatozoides de cobayo, se investigd si ERK2 fosforilaba al GEF-H1. Primero, se
evaluo la presencia del GEF-H1 mediante WB, en donde se observo una banda con una
movilidad relativa de 100 kDa en espermatozoides tanto no capacitados como
capacitados (Fig. 14A). Ademas, por ensayo de inmunofluorescencia indirecta
localizamos al GEF-H1 en la region acrosomal y a lo largo del flagelo tanto

espermatozoides no capacitados como en los capacitados (Fig. 14B).

Debido a que anticuerpos comerciales que detectan la fosforilacion en Thr678 del
GEF-H1 no estan disponibles actualmente, se aislé el GEF-H1 por inmunoprecipitacion y
se analizé la fosforilacion de treoninas usando un anticuerpo anti-p-Thr. Los resultados
muestran una baja fosforilacion en Thr del GEF-H1 en los espermatozoides no
capacitados (Fig. 15A, B). Cuando se realizd un ensayo similar en los espermatozoides
capacitados, la cantidad de fosforilacion en residuos Thr aumenté significativamente (Fig.
15A), mientras que una cantidad significativamente menor de fosforilacion en residuos
Thr se observé en los espermatozoides capacitados en presencia del inhibidor de FAK
(PF573228) o del inhibidor de ERK1/2 (FR180204) (Fig. 15A, B). Este resultado sugiere
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que FAK y ERK2 estan involucrados en la fosforilacion que mejora la actividad de GEF-

H1 para activar a RhoA.
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Figura 14. Presencia del GEF-H1 en espermatozoides de cobayo. A) La proteina GEF-H1 se
detectd en extractos de los espermatozoides de cobayo (300 pg) no capacitados (NC) y capacitados
durante 60 min (Cap), los extractos se analizaron mediante WB y se detecté la proteina utilizando
anticuerpo anti-GEF-H1, n=3. B) Los espermatozoides de cobayo no capacitados (NC) y capacitados
durante 60 min (Cap) se fijaron con formaldehido-glutaraldehido y la proteina GEF-H1 se localizé en
espermatozoides de cobayo mediante ensayo de inmunofluorescencia indirecta. Los paneles de la
izquierda corresponden a la localizacion de GEF-H1. Las imagenes de la derecha muestran el
respectivo campo claro. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes. Barra
de 10 ym.

Para saber si el GEF-H1 estaba relacionado con RhoA, se aislé el GEF-H1
mediante inmunoprecipitacion y después se determiné si RhoA coinmunoprecipitaba con
él. Los resultados muestran que en los espermatozoides no capacitados RhoA
coinmunoprecipité con el GEF-H1 en una baja cantidad (Fig. 15C). En los
espermatozoides capacitados, la cantidad de RhoA coinmunoprecipitada con el GEF-H1
aumentd significativamente (Fig. 15C). Sin embargo, cuando los espermatozoides se
capacitaron en presencia de PF573228 o FR180204, la cantidad de RhoA
coinmunoprecipitada con el GEF-H1 fue significativamente menor que la de los
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espermatozoides capacitados (Fig. 15C, D). Este resultado sugiere que GEF-H1 esta

involucrado en la activacion de RhoA.
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Figura 15. Presencia de p-GEF-H1 y su interaccion con RhoA durante la capacitacion. A) Estado
de fosforilacion en treoninas (Thr) del GEF-H1. Los extractos de espermatozoides no capacitados (NC),
capacitados 60 min (Cap) y capacitados 60 min en presencia del inhibidor de FAK PF573228 (PF) o
del inhibidor de ERK1/2 FR180204 (FR) fueron inmunoprecipitados utilizando el anticuerpo anti-GEF-
H1. Las proteinas precipitadas se analizaron mediante WB. Panel superior: p-Thr detectado con el
anticuerpo anti-p-Thr. Panel inferior: GEF-H1 detectado con el anticuerpo anti-GEF-H1. B)
Densitometria de la relacion de inmunoprecipitacién p-Thr/GEF-H1 normalizada con respecto a los no
capacitados. Los datos se expresan como medias * desviacién estandar. Las diferencias se
consideraron significativas a P < 0.05, n=3. C) La interaccion de GEF-H1 con RhoA se detecté mediante
un ensayo de coinmunoprecipitacion, extractos de los espermatozoides no capacitados (NC),
capacitados 60 min (Cap), capacitados 60 min en presencia del inhibidor de FAK (PF [5 uM]) o de
ERK1/2 (FR [10 uyM]) se inmunoprecipitaron utilizando el anticuerpo anti-GEF-H1. Las proteinas
precipitadas se analizaron mediante WB. Panel superior: RhoA detectado con el anticuerpo anti-RhoA.
Panel inferior: GEF-H1 detectado con el anticuerpo anti-GEF H1. D) Densitometria de la relaciéon de
inmunoprecipitacion RhoA/GEF-H1 normalizada con respecto a los no capacitados. Los datos se
expresan como medias + desviacion estandar. Las diferencias se consideraron significativas a P < 0.05,
n=3.
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FAK y ERK2 participan en la activacion de RhoA durante la capacitacion

Para confirmar la participacion de FAK y ERK2 en la activacion de RhoA, se aislo
la forma activa de RhoA (RhoA-GTP) mediante un ensayo de pull-down. Los resultados
obtenidos mostraron una cantidad significativamente mayor de RhoA-GTP en los
espermatozoides capacitados en comparacion con los no capacitados (Fig. 16A, C).
Durante el transcurso del tiempo de la capacitacion, el nivel de RhoA-GTP aumentd
desde los primeros minutos (5 min) y alcanzé su punto maximo a los 90 min de
capacitacion (Fig. 16A). Ademas, se recuperé una cantidad significativamente baja de
RhoA-GTP en los espermatozoides capacitados durante 60 min en presencia de
PF573228, PD98059 o FR180204, en comparacién con la cantidad recuperada en los
espermatozoides capacitados en ausencia de inhibidores (Fig. 16C, D). Como control,
los espermatozoides se capacitaron en presencia de la toxina C3, un inhibidor de RhoA
(Evans et al.,, 2004), en donde la cantidad de RhoA-GTP recuperado fue
significativamente menor que la recuperada en los espermatozoides capacitados en
ausencia de C3 (Fig. 16C, D).

Anteriormente se ha demostrado que RhoA participa en la polimerizacion de la
actina durante la capacitacion (Brener et al., 2003; Fiedler et al., 2008; Reyes-Miguel,
2013; Romarowski et al., 2015). Por lo que, adicionalmente se evaluo la cantidad de F-
actina basada en los niveles de fluorescencia emitidos por faloidina-FITC. Cuando los
espermatozoides se capacitaron en presencia del inhibidor de RhoA (C3), se observoé que
la cantidad de F-actina fue menor que cuando los espermatozoides se capacitaron en
ausencia del inhibidor de RhoA (Fig. 17).

Todos estos resultados confirman que FAK y ERK2 participan en una de las vias
de sefalizacion involucradas en la activacion de RhoA, lo que finalmente conduce a la
polimerizacion de actina conformando el citoesqueleto en el acrosoma durante la

capacitacion.
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Figura 16. Activacion de RhoA a través de FAK y ERK1/2 durante la capacitaciéon. A) Se obtuvieron
los extractos de los espermatozoides no capacitados, capacitados en diferentes tiempos (5-90 min) y
capacitados durante 90 min en presencia del inhibidor de RhoA (C3). RhoA-GTP se aislé de estos
extractos mediante un ensayo de pull-down utilizando una columna de Rhotekin. Las proteinas aisladas
se analizaron por WB. Panel superior: RhoA-GTP aislado y detectado con un anticuerpo anti-RhoA.
Panel inferior: RhoA total detectado con un anticuerpo anti-RhoA. B) Densitometria del aumento relativo
de RhoA-GTP / RhoA-Total normalizado con respecto a los espermatozoides no capacitados. Los datos
estan expresados como medias * desviacion estandar. Las diferencias se consideraron significativas
a P < 0.05, n=3. C) Se obtuvieron los extractos de los espermatozoides no capacitados, capacitados
durante 60 min (Cap) y capacitados en presencia del inhibidor de FAK PF573228 (PF), el inhibidor de
MEK1/2 PD98059 (PD), el inhibidor de ERK1/2 FR180204 (FR), o el inhibidor de RhoA (C3). RhoA-
GTP se aisl6 de estos extractos mediante un ensayo de pull-down utilizando una columna de Rhotekin.
Las proteinas aisladas se analizaron por WB. Panel superior: RhoA-GTP aislado y detectado con un
anticuerpo anti-RhoA. Panel inferior: RhoA total detectado con un anticuerpo anti-RhoA. D) La
densitometria del aumento relativo de RhoA-GTP / RhoA-Total normalizado con respecto a los
espermatozoides no capacitados. Los datos estan expresados como medias + desviacion estandar.
Las diferencias se consideraron significativas a P < 0.05, n=3.
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Figura 17. RhoA regula la polimerizaciéon del citoesqueleto de actina durante la capacitacion.
Los espermatozoides no capacitados (NC), capacitados durante 60 min (Cap) y capacitados durante
60 min en presencia del inhibidor de RhoA C3 (Cap + C3) se analizaron por microscopia de
epifluorescencia para detectar F-actina usando faloidina-FITC. Los paneles de arriba corresponden a
las imagenes que muestran F-actina. Las imagenes de abajo muestran el respectivo campo claro. Las
imagenes representan tres experimentos independientes. Barra 10 uym.
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DISCUSION

La polimerizacién de actina es un proceso importante que tiene lugar durante la
capacitacién espermatica, ya que su inhibicion tiene significativas consecuencias sobre
la fertilizacién (Rogers et al., 1989; Castellani-Ceresa et al., 1993; Brener et al., 2003);
sin embargo, se sabe poco acerca de como se regula este proceso. El presente estudio
describe una nueva via de sefalizacién que regula la polimerizacién de actina que se da
durante la capacitacion de los espermatozoides de cobayo donde FAK y ERK2 juegan
papeles preponderantes. Hasta donde hemos investigado, ningun otro estudio ha descrito

esta via para ningun tipo de célula.

Anteriormente demostramos que, como en otros espermatozoides de mamiferos,
los espermatozoides de cobayo expresan ERK1 y 2, predominando ERK2 (Salgado-
Lucio, 2014). Curiosamente, cuando se analizé la activacion de ERK1/2 en funcién de su
fosforilacion en Tyr204/Thr202 y Tyr185/Thr187, respectivamente, solo se pudo observar
la activacion de ERK2 (Salgado-Lucio, 2014). Se han reportado resultados similares para
espermatozoides de seres humanos y de ratén (Luconi et al., 1998a; Jaldety and
Breitbart, 2015). Lo anterior sugiere que ERK2 es la principal isoforma que participa en
los diferentes procesos espermaticos. Esta hipotesis esta respaldada por el hecho de que
los knockouts de ERK1 son viables y fértiles (Pages et al., 1999), mientras que la

desactivacion genética de ERK2 resulta en la letalidad embrionaria (Yao et al., 2003).

Investigaciones anteriores sugieren que ERK1/2 tienen un papel importante en los
procesos de capacitacion, RA y motilidad, sugerencia que se basa en el uso de
inhibidores de la cascada de MAPK, como el inhibidor especifico de MEK1/2, las cuales
son las MAP2K que activan directamente a ERK1/2 (Luconi et al., 1998a; Luconi et al.,
1998b; du Plessis et al., 2001; de Lamirande and Gagnon, 2002; Almog et al., 2008; Awda
and Buhr, 2010; Chiu et al., 2010; Luna et al., 2012; Jaldety and Breitbart, 2015; Kim et
al., 2015; Luo et al., 2015; Rahamim Ben-Navi et al., 2016). El presente estudio utilizé un
nuevo inhibidor que actua directamente sobre la actividad de las cinasas ERK1/2 (Ohori
et al., 2005), y a diferencia de estudios anteriores, los resultados del presente estudio

sobre los ensayo de CTC, redistribucién de microdominios de membrana y analisis de p-

42



Tyr indican que la inhibicion de ERK1/2 impiden que los espermatozoides del cobayo
experimenten la RA tanto espontanea (Salgado-Lucio, 2014) como la inducida por
progesterona (Fig. 3), pero no la capacitacién (Fig. 3, 4, 5). Se han informado resultados
similares en espermatozoides de ratén, en los cuales al inhibir la activacion directa de
ERK1/2 con el alcaloide Matrina se impide la RA inducida por A23187, pero no la
capacitacién (Luo et al., 2015). Aun cuando, la activacion mas alta de ERK1/2 es
temprana, después de 1.5-20 min de capacitacion (Salgado-Lucio, 2014), después de 20
min su activacion sigue siendo mayor que la actividad basal que tienen los
espermatozoides no capacitadas, lo que sugiere que ésta, es suficiente para activar a
proteinas diana de ERK1/2, como la fosfolipasa A2 (Chen et al., 2005) o los canales de
Ca?* (Jaldety and Breitbart, 2015), cuya participacion es esencial en la RA. Por todo la
anterior, sugerimos que ERK1/2 podria tener un papel preponderante en la RA mas que

en la capacitacion.

Como ya se menciond, otros estudios han demostrado que las proteinas ERK1/2
estan involucradas en el aumento de p-Tyr que ocurre durante la capacitacion (de
Lamirande and Gagnon, 2002; Awda and Buhr, 2010), ya que observaron que p-Tyr
disminuye en presencia de inhibidores de la via canénica de ERK (CGP78850 inhibidor
de la interaccion de SH2 con Grb2, FTI-277 inhibidor de Ras, ZM336372 inhibidor de Raf
y U126 inhibidor de MEK) (O'Flaherty et al., 2006b; a; Luo et al., 2015). Sin embargo, en
el presente estudio no se observé que la inhibicion de ERK1/2 por un inhibidor especifico
(FR180204) afectara los niveles de p-Tyr (Fig. 5A). Una explicacion a este hecho es que
el uso de inhibidores rio arriba de ERK1/2 podria estar afectando a otras vias de
sefalizacion involucradas en la activacion de las proteinas tirosina cinasa (O'Flaherty et
al., 2006b). Adicionalmente, en el presente estudio se observé que la inhibicion MEK1/2
por el inhibidor PD98059 durante la capacitacién no produjo cambios significativos en p-
Tyr (Fig. 5B). Sugerimos que la ruta de sefalizacion MEK/ERK no participa en la
generacion de p-Tyr que ocurre durante la capacitacién en los espermatozoides de

cobayo, a diferencia de otras especies.

Divido a que ERK2 se activa cundo los espermatozoides estan en un medio

capacitante, la activacion parece depender de factores intrinsecos al medio de
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capacitacion o a las células de espermaticas. En este trabajo se observo que la inhibicion
de FAK evita su interaccion con Grb2 y la activacion de ERK2 (Fig. 10, 12), como ya se
menciond, Grb2 es una proteina de andamio que desencadena la via de activacion
canodnica ERK1/2 (Renshaw et al., 1999; Lu and Rounds, 2012). Por esto, se hipotetizé
que FAK es responsable de regular la activacion de ERK2, probablemente a través de la
via fibronectina/integrina/FAK, que ocurre durante la formacién de las rosetas (los
espermatozoides se unen entre si por sus cabezas, Fig. 7C), ya que este mecanismo es
caracteristico de la capacitacion en los espermatozoides de cobayos y otras especies
(Moore et al., 2002; Fisher and Hoekstra, 2010; Monclus and Fornes, 2016). Esta
hipotesis se basa en: 1) El péptido RGD y el anticuerpo anti-integrina 1 evitan la
formacion de las rosetas que se producen durante la capacitacion (Fig. 7) (Diaz et al.,
2007); 2) La expresion de la FNT en la superficie de los espermatozoides de cobayo es
similar a otros espermatozoides de mamiferos (Fig. 7A, B) (Koehler et al., 1980; Vuento
et al., 1984; Glander et al., 1987; Fusi and Bronson, 1992; Miranda and Tezon, 1992;
Ekhlasi-Hundrieser et al., 2005b; Thys et al., 2009); 3) La expresion de la integrina a5(31
y avB3 en espermatozoides humanos, de ratdén y bovinos (Barraud-Lange et al., 2007;
Thys et al., 2009; Boissonnas et al., 2010). Integrinas que reconocen a la FNT como
ligando (Barczyk et al., 2010), y que a través de sus cadenas 1 o B3 pueden interactuar
con FAK y desencadenar su auto-activacion (Schaller et al., 1994; Cooper et al., 2003;
Switala-Jelen et al., 2004); 4) La asociacion de la integrina 31 y FAK en espermatozoides
de cobayo, ratdén y seres humanos (Roa-Espitia et al., 2016); y 5) El tripéptido RGD que
estimula la activacion de las integrinas como 1 o B3 aumenta la actividad de ERK2 (Fig.
9), aumento que podria estar relacionado con el incremento en la RA que se da por la
presencia de la FNT o del tripéptido RGD durante la capacitacion (Fig. 7, 8) (Diaz et al.,
2007).

La interaccion de los espermatozoides que forman rosetas durante la capacitacion
podria ser una forma de cooperaciéon entre ellos, donde la FNT asociada a la superficie
del espermatozoide y las integrinas juegan un papel importante. En aquellas especies en
las que los espermatozoides no forman rosetas, también se ha reportado que contienen
FNT asociada a su superficie (Fusi and Bronson, 1992; Ekhlasi-Hundrieser et al., 2005b;

Thys et al., 2009; Leahy et al., 2011; Vilagran et al., 2015) y que se libera durante el
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proceso de capacitacion (Hernandez-Silva et al., 2020). La FNT liberada puede tener un
papel autocrino o paracrino, ya sea in vivo o in vitro, cuando se asocia con las integrinas
de otro espermatozoide. Curiosamente, la cantidad de FNT contenida en el liquido
oviductal aumenta durante la etapa fértil del ciclo estral (Osycka-Salut et al., 2017), y lo
que tendria un impacto en la fisiologia del espermatozoide. Por lo tanto, aunque los
espermatozoides no formen rosetas, la FNT puede tener un papel esencial en la
activacién de varias vias de senalizacion (Martinez-Leon et al., 2015). La importancia de
la FNT durante la capacitacion no se limita a la activaciéon de ERK1/2, también se ha
demostrado que esta involucrada en la activacion de la via cAMP/PKA vy la fosforilacion
de proteinas en Tyr (Diaz et al., 2007; Martinez-Leon et al., 2015). Por lo tanto, el sistema

fibronectinal/integrina es crucial para la capacitacién espermatica.

Por otro lado, la via FAK/ERK1/2 se ha asociado con la remodelacion del
citoesqueleto de actina en células somaticas, en procesos como migracion y
diferenciacion celular (Zhang et al., 2014; Hyvari et al., 2018). Como ya se discutio, FAK
esta relacionada con la activaciéon de ERK2 (Fig. 10) y la inhibicion de estas cinasas
previene la polimerizaciéon de la actina que se da durante la capacitacion (Fig. 6) (Roa-
Espitia et al., 2016), Fujishiro y col. (2008) propusieron que ERK1/2 son capaces de
activar el GEF-H1, el cual regula a RhoA. El presente trabajo es el primer estudio que
reporta la expresion de GEF-H1 en células espermaticas (Fig. 14), factor que podria
activarse durante la capacitacion, como lo demuestra el aumento en la fosforilacion en
Thr, fosforilacién que es inhibida al inhibir a FAK 0 a ERK1/2 (Fig. 15A). Ademas, en este
trabajo se observd la interacciéon entre el GEF-H1 y RhoA en espermatozoides
capacitados, la cual también se evita inhibiendo a FAK o a ERK1/2 (Fig. 15C). Cabe
sefalar que la activacion de ERK2 (Salgado-Lucio, 2014) coincide con el aumento en la
activacion de RhoA (Fig. 16A, B). Interesantemente también observamos que la inhibicién
de RhoA inhibe la polimerizaciéon de actina (Fig. 17). Juntos, estos datos sugieren que
FAK'y ERK1/2 podrian estar regulando a RhoA a través del GEF-H1, lo que conduciria a
la polimerizacion de actina. La via FAK/ERK, y la via ERK/GEF-H1/RhoA son vias de
sefalizacion relacionadas con la remodelacidon del citoesqueleto que se han estudiado

por separado (Fujishiro et al., 2008; Zhang et al., 2014; Hyvari et al., 2018). En este
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estudio, reportamos por primera vez que estas dos vias estan asociadas y que podrian

tener un papel relevante en la fisiologia del espermatozoide.

Como ya se menciond, la polimerizacion de la actina durante la capacitacion es
importante para que los espermatozoides de mamiferos adquieran la capacidad de
fertilizar, especificamente para que los espermatozoides se sometan a una RA normal y
puedan fusionarse con el évulo (Rogers et al., 1989; Castellani-Ceresa et al., 1993;
Spungin et al., 1995; Brener et al., 2003; Cabello-Agueros et al., 2003). La inhibicién de
las cinasas ERK1/2 o MEK1/2 permite aproximadamente el 50% de la polimerizacion de
la actina, en relacién con el control (Fig. 6B). Posiblemente, esta cantidad de F-actina es
suficiente para que tenga lugar la capacitacién, pero no lo suficiente para que se produzca
la RA, lo que sugiere que una polimerizacion de la actina completa es necesaria para que
ambos procesos tengan éxito. Estos datos también sugieren que la via de sefalizacion
que proponemos: fibronectina/integridad/FAK/MEK1y2/ERK2/GEF-H1/RhoA es solo una
de las vias involucradas en la polimerizacion de la actina durante la capacitacion. Los
espermatozoides de los mamiferos expresan al menos tres proteinas Rho diferentes:
Cdc42, RhoA y Rac1 (Delgado-Buenrostro et al., 2005; Ducummon and Berger, 2006),
las cuales se sabe que ensamblan y organizan el citoesqueleto en diferentes estructuras
(Hall et al., 2011). Posiblemente, cada una de las proteinas Rho polimeriza actina en
regiones especificas de los espermatozoides; tal es el caso de Rac1 que solo polimeriza

actina en la region apical del acrosoma (Ramirez-Ramirez et al., 2020).

Finalmente, proponemos que la via fibronectina/integrina/FAK/MEK/ERK2/GEF-
H1/RhoA es una de las vias de sefalizacion que regulan la polimerizacion del
citoesqueleto de actina durante la capacitacién en los espermatozoides de cobayo (Fig.
18). Esta es una via que no ha sido descrita en ningun otro estudio en espermatozoides
o cualquier otro tipo de célula. Curiosamente, al menos in vitro, esta via de senalizacion

parece depender de la interaccion espermatozoide-espermatozoide.
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Figura 18. Diagrama esquematico de la via de sefalizacion implicada en la polimerizacion del
citoesqueleto de actina durante la capacitacion en espermatozoides de cobayo. Durante la
capacitacion, los espermatozoides de cobayo forman rosetas al unirse cabeza con cabeza; Esta union
estd mediada por la interaccion de las integrinas de un espermatozoide y la FNT presente en la
superficie de otros espermatozoides. La interaccion de la integrina con su ligando (FNT) desencadena
un cambio conformacional que permite la interaccién de FAK con el dominio citoplasmatico de la -
integrina, desencadenando la activacion de FAK por su auto-fosforilacion en Tyr397; esta fosforilacion
sirve como andamio para la cinasa Src. Una vez que Src se une a FAK, fosforila a FAK en Tyr925, lo
cual induce el reclutamiento de Grb2-SOS, lo que lleva a la activacion de Ras GTPasa y la activacion
posterior de la via Raf1/MEK1y2/ERK1y2. ERK2 regula la actividad del GEF-H1 a través de su
fosforilacion en Thr678. EI GEF-H1 media el cambio en el GDP a GTP de RhoA. Una vez activo, RhoA
regula la polimerizacion de actina. Las flechas con lineas continuas esquematizan la interaccion directa
de las proteinas. Las flechas con lineas punteadas esquematizan que hay otras proteinas intermedias.
PF573228 vy el inhibidor de FAK 14 (FAKi14) son inhibidores de FAK, PD98059 es un inhibidor de
MEK1/2, FR180204 es un inhibidor de ERK1/2 y C3 es un inhibidor de RhoA.
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CONCLUSIONES

1.

ERK1/2 participan en la RA inducida, pero al parecer no en la capacitacion de los

espermatozoides del cobayo.

La interaccion fibronectina-integrinas media la formacion de las rosetas en los

espermatozoides del cobayo.

La interaccidn fibronectina-integrinas, a través de FAK/Grb2/MEK1 y 2 regula la

activacion de ERK2.

ERK2 regula la polimerizacion de actina que sucede durante la capacitacion a

través de la activacion del GEF-H1, que a su vez activa a RhoA.

Proponemos que fibronectina/integrina/FAK/Grb2/MEK1y2/ERK2/GEF-H1/RhoA
es una de las vias de sefalizacion que regula la polimerizacion de actina durante
la capacitacion en los espermatozoides de cobayo y es la primera vez que esta via

es descrita para cualquier tipo celular.

48



PERSPECTIVAS

Determinar si la inhibicidon de FAK inhibe la activacion de MEK1/2.

e Determinar cual integrina, B1 o B3, esta relacionada en la activacion de FAK y
ERK2.

e Determinar si existe otra integrina que reconoce a fibronectina que esté
relacionada con la activacion de la via FAK/ERK/GEF-H1/RhoA.

e Determinar si inhibir la interaccion espermatozoide-espermatozoide durante la

capacitacién con el tripéptido RGD o el anticuerpo anti-integrina 31, tiene algun

efecto sobre la polimerizacién de actina.
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