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ABREVIATURAS

[Ca 2*]i: Calcio intracelular

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

ASB: Albumina de suero bovino

CAP: Capacitado

CEO: Células epiteliales oviductales

FNTi: Fibronectina inmovilizada

FNTs: Fibronectina soluble

FP-Y: Fosforilacion de proteinas en residuos de Tirosina
Lat A: Latronculina A

MEC: Matriz extracelular

MTZ-FNTi: Matriz de Fibronectina inmovilizada
NC: No Capacitado

PBS: Buffer fosfato salino

RA: Reaccion Acrosomal

RAs: Reaccion acrosomal espontanea

RGD: Arg-Gly-Asp

P1: Patrén 1

P2: Patron 2
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RESUMEN

Los espermatozoides, en su trayectoria a través del oviducto de la hembra,
quedan adheridos a las células epiteliales en el denominado reservorio
oviductal (istmo). Aqui, los espermatozoides adheridos exhiben una morfologia
normal, acrosoma y membrana integra, asi como una baja o nula
fragmentacidon del ADN, También se sugiere que los espermatozoides
presentan baja capacitacion, término que implica bajos niveles de [Ca %*]i y
fosforilacion de proteinas en residuos de Tyr (FP-Y). Estos eventos que han
sido relacionados con el incremento de su sobrevivencia, por lo que mantienen
su fertilidad hasta que el ovocito se libere para ser fecundado. Se ha
demostrado la presencia de fibronectina (FNT) en la parte basal de las células
epiteliales del reservorio oviductal. La FNT es una glicoproteina con masa
molecular de aproximadamente 250 kDa. En su estructura, presenta
monomeros con el dominio RGD, un tripéptido formado por arginina, glicina y
acido aspartico, sitio de reconocimiento de receptores denominados
Integrinas. Las integrinas son glicoproteinas de adhesion que se encuentran
en la superficie celular, compuestas por subunidades a y (. En
espermatozoides de los mamiferos se han encontrado las integrinas: a6p1,
a5p1, avp3, a6B4 y a3p1. Las integrinas, al interactuar con ligandos de la
matriz extracelular, se conectan al andamiaje del citoesqueleto a través de
proteinas de anclaje formando complejos de adhesién focal, estas proteinas
estan presente en el espermatozoide de cobayo y ratdn. La interaccion FNT-
integrina desencadena vias de sefializacién que intervienen en la capacitaciéon
y la reaccion acrosomal. Por lo antes mencionado, hipotetizamos que la
presencia de integrinas y de proteinas de adhesiones focales en el
espermatozoide de cobayo, podrian generar una interaccién funcional con
componentes de la matriz extracelular como FNT, donde dicha interaccion
altere la fisiologia espermatica, modificando la capacitaciéon, la reaccién
acrosomal y la sobrevivencia de los espermatozoides. El proyecto tuvo como
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objetivo, evaluar la capacidad de adhesion de los espermatozoides de cobayo
a la MTZ-FNTi, asi como analizar los efectos que tiene la adhesion sobre la
fisiologia y la sobrevivencia espermatica. Los resultados obtenidos muestran
que los espermatozoides de cobayo tuvieron una alta afinidad para adherirse
a la MTZ-FNTi, dicha interaccion fue mediana por las integrinas a5p1 y av33,
que reconocen el sitio RGD de la FNT. La adhesion a la MTZ-FNTi, mantuvo a
los espermatozoides en un estado de baja capacitacion: caracterizado por
bajos niveles de [Ca %*]i y fosforilacion de proteinas en residuos de Tyr. Durante
la adhesidn los espermatozoides presentaron movilidad flagelar, manteniendo
su membrana plasmatica y acrosoma intacto, asi como también mostraron
baja activacién de caspasas 3/7. Los espermatozoides adheridos a la MTZ-
FNTi se desprendieron gradualmente, formando rosetas y no experimentaron
reaccion acrosomal espontanea, pero si llevaron a cabo la reaccién acrosomal
inducida por progesterona. En conclusion, la adhesidn de los espermatozoides
de cobayo a la MTZ-FNTi altera su fisiologia, manteniendo al espermatozoide
vivo por mas tiempo, manteniendo el acrosoma intacto, hemos sugerido
definirlo como “un estado de capacitacidén estacionario”, que le permite a la
célula incrementar su sobrevivencia, resultados similar a lo que ha sido
reportado para los espermatozoides adheridas a las células epiteliales del

oviducto.
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ABSTRACT

Spermatozoa, in their path through the female oviduct, remain attached to the
epithelial cells in the so-called oviductal reservoir (isthmus). Here, the attached
spermatozoa exhibit normal morphology, intact acrosome and membrane, as
well as low DNA fragmentation. It is also suggested that spermatozoa present
low capacitation, a term that implies low levels of [Ca 2*]i and protein
phosphorylation in Tyr residues. Events that have been related to the increase
in their survival, so they maintain their fertility until the oocyte is released to be
fertilized. Fibronectin (FNT) is present in the basal part of the epithelial cells of
the oviductal reservoir. FNT is a glycoprotein with a high molecular mass (250
kDa). In its structure, it presents monomers with the RGD domain, a tripeptide
formed by arginine, glycine and aspartic acid; this conforms to the recognition
site for receptors called integrins. Integrins are adhesion glycoproteins found
on the cell surface, composed of a and B subunits. The presence of integrins
a6B1, a5B1, avpB3, a6B4 and a3B1 is reported in mammalian sperm. FNT-
integrin interaction triggers signaling pathways that intervene in acrosomal
capacitation and reaction. Integrins, when interacting with ligands of the
extracellular matrix, connect to the cytoskeletal scaffolding through anchoring
proteins, forming focal adhesion complexes. These proteins are present in
guinea pig, mouse and human spermatozoa. Based on the above, we
hypothesize that the presence of integrins and focal adhesion proteins in
guinea pig spermatozoa could generate a functional interaction with
components of the extracellular matrix, such as FNT. This interaction could alter
sperm physiology, modifying capacitation and the acrosomal reaction.
Therefore, the objective of the project was to evaluate the adhesion capacity of
guinea pig spermatozoa to a matrix made up of immobilized fibronectin, as well
as to analyze the effects that adhesion has on sperm physiology and survival.
The results obtained shown that guinea pig spermatozoa had a high affinity to
adhere to the matrix made up of immobilized fibronectin; this interaction was

mediated by the integrins a5f1 and avf3, which recognize the RGD site.
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Adhesion to iIFNT-MTX kept spermatozoa in a state of low capacitation: low
levels of [Ca 2*]i and phosphorylation of proteins in Tyr residues. During
adhesion, they presented flagellar mobility, maintained their plasma membrane
and acrosome intact, and low activation of caspases 3/7. Spermatozoa
adhered to iIFNT-MTX, gradually detached, and rosettes formed. They did not
carry out spontaneous acrosomal reactions, but they experienced
progesterone-induced AR. In conclusion, the adhesion of guinea pig sperm to

iIFNT-MTX alters their physiology, maintaining the spermatozoa in a stationary
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INTRODUCCION

El espermatozoide

El espermatozoide es la célula producto final del proceso de
espermatogénesis. Son producidos a través de una serie de fases mitoticas,
meioticas y postmeidticas sucesivas que suceden dentro de los tubulos
seminiferos. Los dos componentes principales de un espermatozoide maduro
son la cabeza y el flagelo, unidos por la pieza conectora. La cabeza contiene
el nucleo, donde reside la cromatina condensada por protaminas. Un tercio del
nucleo esta cubierto por el acrosoma, adherido a través de la teca perinuclear,
un citoesqueleto especializado que rodea al nucleo de los espermatozoides de
los mamiferos. El acrosoma es una vesicula citoplasmatica originada en el
complejo de Golgi que contiene las enzimas hidroliticas necesarias para

penetrar el 6vulo y lograr una fertilizacion exitosa(Eddy, 2006).

El flagelo se divide en tres regiones: pieza media, pieza principal y pieza
final. Contiene un complejo central de microtubulos que forman el axonema,
rodeado, a su vez, por nueve fibras exteriores densas que se extienden desde
la pieza conectora hasta la pieza principal y que tiene una participacion
esencial en la motilidad de los espermatozoides de los mamiferos. La pieza
media contiene una envoltura mitocondrial que rodea las fibras densas
externas y el axonema, y que suele estar dispuestas en dos hélices paralelas
que, en el raton, presentan en promedio 87 enrollamientos alrededor del
flagelo. La mayor parte de la longitud del flagelo se compone de la pieza
principal, definida por la presencia de una envoltura alrededor del axonema 'y
fibras densas externas. El flagelo tiene las fuentes de energia y maquinaria
para generar la movilidad necesaria para que los espermatozoides alcancen
al évulo y penetren sus envolturas, con los objetivos de: entregar su material
genético, activar al ovulo, se produzca el cigoto e iniciar el desarrollo (Fig.
1A)(Eddy, 2006).
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Figura 1. Estructura de los espermatozoides de mamiferos. A. Morfologia del
espermatozoide; B. Divisiones de la cabeza espermatica de raton (falciforme) y de
conejo (espatulado). Tomada de (Eddy, 2006).

Una caracteristica de los espermatozoides es la subdivision de la
membrana plasmatica en dominios regionales que difieren en composicion y
funcién. En la cabeza las regiones principales de la membrana plasmatica de
la mayoria de los mamiferos son: la regidon acrosomal (region anterior de la
cabeza) y la regiéon postacrosémica (region posterior de la cabeza). La
membrana plasmatica de la regién acrosomal se puede subdividir en dominio
del segmento marginal, dominio del segmento principal y dominio del
segmento ecuatorial. El dominio regional postacrosomal incluye la membrana
entre el margen posterior del acrosoma y la pieza conectora. El anillo posterior
esta localizado en la union entre la cabeza y la pieza conectora (Fig. 1B) (Eddy,
20006).

Los espermatozoides de mamifero dentro del tracto reproductor femenino
experimentan dos procesos esenciales para tener la capacidad de fertilizar al
ovulo: Capacitacion (CAP) y Reaccion Acrosomal (RA) (M. C. Chang, 1951;
Yanagimachi, 1994a).
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Capacitacion

Chang, en 1951 (M. C. Chang, 1951), demostré que los espermatozoides de
los mamiferos deben residir en el tracto reproductivo de la hembra por un
periodo de tiempo, para adquirir la capacidad fertilizante (M.C. Chang, 1951).
Este periodo fue denominado “capacitacion” y esta definida por cambios
bioquimicos y fisioldgicos que permite al espermatozoide llevar a cabo la

fertilizacion del ovulo.

Durante la capacitacion, los espermatozoides de los mamiferos
responden a los cambios ambientales cuando son depositados en el oviducto
o incubados en un medio de cultivo especifico. La capacitacion se inicia con la
pérdida de colesterol de la membrana plasmatica, lo que le permite una mayor
fluidez, facilitando el transporte de iones de Na*, K*, Ca?*, HCOzs", y CI-, con el
consecuente incremento de la concentracién intracelular de HCOs y Ca?*.
Ambos iones estimulan a adenilato ciclasa soluble (SACY), que, a su vez,
incrementa el nivel de cAMP, lo que activa a la PKA y, como consecuencia,
aumenta la fosforilacion de proteinas en sus residuos de tirosina (FP-Y), uno
de los marcadores principales de la capacitacion (Fig. 2) (Krapf et al., 2010;
Stival et al., 2016; Visconti et al., 2011). Otros cambios importantes son: la
remodelacion de los citoesqueletos formados por espectrina y actina,
localizados entre la membrana acrosomal externa y la membrana plasmatica,
el primero es degradado y el segundo produce una barrera que impide que la
reaccion acrosomal suceda tempranamente (Cabello-Agueros et al., 2003).
Ademas se producen cambios en el potencial de la membrana plasmatica
(Em), la que se hiperpolariza, llevando a la activacion de los canales de Ca?*
dependientes de voltaje (Arnoult et al., 1999; Hernandez-Gonzalez et al.,
2006). La movilidad flagelar cambia durante la capacitacion, de un estado
movil a uno hipermdévil, caracterizado porque el flagelo muestra una mayor

amplitud y una longitud de onda corta, por lo que la trayectoria de la cabeza
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es menos lineal, con lo que el espermatozoide puede desplazarse
(Yanagimachi, 1994b). Otro evento relacionado con la capacitacion es la
relocalizacion de los marcadores de balsas lipidicas, como las proteinas
caveolina-1 y flotilina-1, redistribuyéndose hacia la regién apical de la cabeza
del espermatozoides, la reorganizacion de las balsas lipidicas espermaticas
puede facilitar los eventos de sefializacion especificos de la capacitacién (van
Gestel et al., 2005).

Todos estos cambios preparan al espermatozoide para someterse a un

proceso conocido como reaccion acrosémica o acrosomal.

Cholesterol acceptor

1 1
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Figura 2. Modelo de la regulacion de vias de fosforilacion durante la capacitacion.
La ruta estd modulada por la eliminacion del colesterol de la membrana plasmatica. (1)
La afluencia de HCOs™ y Ca** estimulan a SACY. (2) Aumento de las concentraciones
intracelulares del segundo mensajero cAMP. (3) Los niveles altos de cAMP activan a
PKA, la fosforilacion de los sustratos de PKA se somete a regulacion mediante
fosfatasas Ser/Thr, estas fosfatasas a su vez estan reguladas negativamente por un
miembro de la familia Src cinasa (4). (5) El inicio de la fosforilacion de los sustratos
de PKA es seguido por la activacion de tirosina cinasas no identificadas y la promocion
de la fosforilacion de tirosina de los espermatozoides (6). (7) El aumento de Ca*"
intracelular lleva a la hiperactivacion. Tomada de (Visconti et al., 2011).
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Reaccién acrosomal

El acrosoma es una vesicula cuyo origen esta en el reticulo endoplasmico y el
complejo de Golgi que recubre un tercio del nucleo del espermatozoide (Eddy,
2006). En respuesta a estimulos fisioldgicos, la membrana acrosomal externa
y la membrana plasmatica se fusionan formando vesiculas mixtas que
conduce liberar el contenido acrosomal al ambiente extracelular. Este proceso
se denomina reaccion acrosomal o acrosomica (RA) y su finalizacion es un
requisito previo absoluto para que los espermatozoides atraviesen las

envolturas del évulo y se fusionen con su membrana plasmatica (oolema).

Los inductores fisiologicos de la RA mejor conocidos son la
progesterona y la proteina ZP3; ambas inducen flujos de Ca?* en el espacio
entre la membrana plasmatica apical y la membrana acrosomal externa,
permitiendo su fusion. Este proceso se puede producir durante el contacto del
espermatozoide con la matriz cumulus oophorus o con la zona pellcida,
desencadenando la liberacion de las enzimas acrosomales que degradan las
envolturas del évulo, favoreciendo el paso de los espermatozoides a través de
la zona pelucida. Una vez sucedida la RA se expone la membrana acrosomal
interna como el nuevo dominio de membrana en la superficie celular y el
espermatozoide adquiere la capacidad fertilizante que le permite adherirse y

fusionarse con el oolema. (Gadella & Luna, 2014).

Transporte en el tracto reproductor femenino

La trayectoria del esperma a través del tracto reproductivo se encuentra
regulado por una serie de barreras que permiten asegurar que los
espermatozoides con morfologia, fisiologia normal y ADN integro sean los que
tengan éxito en la fertilizacién (Holt & Fazeli, 2016), por lo que este paso a
través del tracto reproductor es un proceso riguroso de seleccion espermatica.
(Mahe et al., 2021).
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Durante la eyaculacion el plasma seminal compuesto esencialmente de
proteinas que son secretadas por las glandulas del tracto reproductor
masculino y que son adsorbidas en la superficie de espermatozoides. El
plasma seminal mantiene la estabilidad de la membrana del espermatozoide,
la movilidad y viabilidad de los espermatozoides hasta el proceso de
capacitacion. Varios polipéptidos del plasma seminal se unen a los
espermatozoides, jugando un papel importante en su capacidad de
fertilizacion, ya que, dependiendo de su composicion, afectan de forma
diferente la fisiologia espermatica (Muino-Blanco et al., 2008). Después de la
eyaculacion, el esperma humano entra por el canal cervical donde debe lidiar
con el pH del fluido vaginal, normalmente es un pH acido entre 4-5, y cuya
funcién es microbicida para algunos patdégenos de transmision sexual, esta
acidez se mantiene, principalmente, debido a la produccién de acido lactico
por lactobacilos anaerobios de la flora vaginal (Boskey et al., 2001). Los
espermatozoides que alcanzan el moco cervical deben atravesarlo para
alcanzar el utero y en este proceso se liberan de la mayor parte de los
componentes del plasma seminal que los protegian (Hernandez-Silva &
Chirinos, 2019). Posteriormente, los espermatozoides que sobreviven estan
sujetos a tensiones fisicas durante contracciones del tracto femenino (de
Ziegler et al., 2001). La funcidn principal de la contractilidad uterina en la fase
folicular tardia es facilitar el trasporte retrogrado (del cuello al fondo del utero)
de los espermatozoides para que después puedan llegar al extremo distal de
las trompas de Falopio donde, normalmente, se produce la fertilizacidon (de
Ziegler et al., 2001). El transporte rapido de espermatozoides a través del
utero, mediante las contracciones, puede mejorar la supervivencia de los
espermatozoides al propulsarlos mas alla de las defensas inmunolégicas de la
hembra. Cuando los espermatozoides ingresan en el utero, superan en
numero a los leucocitos. Probablemente, para garantizar la fecundacién, los
espermatozoides deben pasar a través de la cavidad uterina antes de que
lleguen cantidades significativas de leucocitos (Suarez & Pacey, 2006).

Posteriormente, estos llegan a la union uterotubal (conexion entre la cavidad

Pagina | 17



endometrial del utero y las trompas de Falopio), donde se presenta otra
barrera, ya que en el estrecho lumen de la union uterotubal se ha encontrado
moco, que debe ser atravesado por los espermatozoides (Jansen, 1980). A
medida que atraviesan la unién uterotubal y entran al istmo tubarico, los
espermatozoides pueden quedar retenidos en un reservorio denominado

como reservorio oviductal.

Reservorio Oviductal

Los espermatozoides se unen de forma reversible al epitelio oviductal de la
region del istmo, lo que resulta en la formaciéon de un reservorio funcional de
espermatozoides. La region del istmo del oviducto permite asegurar que los
espermatozoides alcancen el 6vulo en el momento adecuado (Hunter et al.,
1980). El reservorio puede cumplir tres funciones: Primero, previene la
fertilizacion polispérmica, permitiendo que unos pocos espermatozoides
alcancen al o6vulo, en la ampolla oviductal. En segundo lugar, los
espermatozoides adheridos a las CEO pueden mantener la capacidad de
fertilizar hasta que el 6vulo se libere, incrementando su vida fértil. En tercer
lugar, el estado fisiologico de los espermatozoides es regulado dentro del
depdosito, garantizando que los espermatozoides estén en el estado adecuado

cuando la ovulacién ocurre (Holt & Fazeli, 2016; Suarez, 2002).

Los espermatozoides que estan adheridos en el istmo estan unidos a
las células epiteliales ciliadas, estableciendo interacciones carbohidrato-
proteina, por lo tanto, parecen estar equipados con ligandos (oligosacaridos)
y receptores complementarios (lectinas) que pueden estar involucrados en la
unién espermatozoide-epitelio. Se ha sugerido que los espermatozoides
adheridos al epitelio del istmo disocian las moléculas de adhesion de la
superficie de los espermatozoides para desprenderse de las CEO, permitiendo
que los espermatozoides sean liberados para completar el proceso de

capacitacion y migren al sitio de fertilizacion (Hung & Suarez, 2012; Topfer-
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Petersen et al., 2002). Las moléculas receptoras del esperma parece variar
entre especie, por ejemplo acido sialico en hamster y galactosa en caballo
(Topfer-Petersen et al., 2002). La unién de los espermatozoides de cerdo al
epitelio oviductal antes de la fertilizacion estda mediada por varias proteinas:
Espermadhesina AQN1 (Calvete et al., 1997), cuyos ligandos son la proteina
oviductal del cerdo (SBG) (Talevi & Gualtieri, 2010) y la anexina A2 (Teijeiro et
al., 2009), y las BSP (Binder of Sperm Protein) 5 y 3 (Hung & Suarez, 2012),
que tienen como blanco a las anexinas 1, 2, 4 y 5 (Ignotz et al., 2007). Sin
embargo, ninguna de éstas induce la activacion de vias de sefalizacion que
pudieran estar relacionadas con la capacitacion o la sobrevivencia
espermatica. La liberacion de los espermatozoides en el reservorio oviductal
esta regulado por la accion combinada de agentes quimio-atrayentes como la
progesterona, por las contracciones oviductales y por los movimiento de cilios
de las células epiteliales (Fig.3) (Guidobaldi et al., 2012).
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Figura 3. Transporte y retencion de esperma en el sitio de fertilizacion mediado
por quimiotaxis y movimiento del oviducto. El movimiento del oviducto impulsa
mecanicamente por el liquido oviductal que contienen espermatozoides capacitados
que nadan libremente hacia el ovario (A). Las células asociadas al 6vulo secretan
continuamente un atrayente que forma un gradiente en el entorno del cumulo que puede
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expandirse hacia el istmo por la corriente de golpes de los cilios. Este gradiente de
atrayente puede guiar quimicamente a los espermatozoides capacitados hacia el évulo
(B). El gradiente de atrayente interrumpido durante las contracciones del oviducto
puede restablecerse mediante los cilios durante el periodo de inactividad entre las
contracciones. Tomada de (Guidobaldi et al., 2012).

Caracteristicas de los espermatozoides adheridos al reservorio
oviductal.

La adhesion de los espermatozoides a las células epiteliales del Istmo ejerce
una rigurosa seleccion dentro de una poblacion de espermatozoides ya muy
seleccionada, incrementando en este sitio la sobrevivencia o vida fértil de los

espermatozoides (Lopez-Ubeda et al., 2017; Talevi & Gualtieri, 2010).

Los espermatozoides adheridos al epitelio del Istmo muestran
caracteristicas especificas: morfologia normal, membrana plasmatica integra,
estado de capacitacién bajo, que se define por sus bajos niveles de calcio
intracelular y fosforilaciéon de proteinas en Tyr y baja fragmentacién del ADN.
(Garcia-Vazquez et al., 2016; Petrunkina et al., 2001; Topfer-Petersen et al.,
2002)

Morfologia normal y membrana plasmatica integra. En un eyaculado hay
espermatozoides con morfologia normal y anormal, la observacion en seres
humanos de espermatozoides seleccionados naturalmente en el tracto genital
femenino y los recuperados en la superficie de la zona pelucida han permitido
definir a un espermatozoide normal: cabeza ovalada, una region acrosomal
que ocupa entre el 40%-70% del area total de la cabeza, pieza media con un
ancho >1um, pieza principal y pieza final mas estrechas y de manera uniforme.
Un espermatozoide anormal, presenta defectos en la cabeza: grandes,
pequenas, amorfa vacuolada, area acrosomal pequeia <49%, cabezas
dobles; el flagelo con defectos en la pieza media (gruesa e irregular), cola
corta, multiple, doblada (>90°) y toda combinacion entre estos. El manual de
la organizacion mundial de la salud (OMS) para el analisis de semen en seres

humanos indica que solo alrededor del 4% de los espermatozoides eyaculados
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de humano fértil se ajusta a la definicion morfolégica de un espermatozoide
normal. Una vez en el oviducto, las células epiteliales ejercen rigurosa
seleccion, siendo solo capaz de unirse a este epitelio espermatozoides con
morfologia normal (Garcia-Vazquez et al.,, 2016). Ademas, en los
espermatozoides de cerdo se ha descrito que la integridad de la membrana
plasmatica de las células adheridas a las CEO, fue mayor en comparacién con

espermatozoides no adheridos (Petrunkina et al., 2001).

Estado de capacitacion bajo. Se ha demostrado que los espermatozoides
adheridos en las células epiteliales oviductales mantienen niveles bajos de
[Ca?*]i y de FP-Y demostrando que el epitelio oviductal selecciona a
espermatozoides con una capacitacion baja, estos parametros son
controlados hasta que los espermatozoides se separan del epitelio oviductual,
reiniciandose el proceso de capacitacion (Petrunkina et al., 2001; Topfer-
Petersen et al., 2002)

Fragmentacion del ADN en espermatozoides. Los espermatozoides unidos al
reservorio oviductal presentan mayor integridad en el ADN (Ellington et al.,
1999; Soto-Heras et al., 2023). La infertilidad en los seres humanos esta
relacionada con la fragmentacion del ADN espermatico. Aunque
concentraciones basales de agentes oxidantes son indispensables para la
capacitacion (Aitken, 2017b; O'Flaherty, 2015) una de las causas de la
fragmentacién del ADN puede ser el estrés oxidante al que podrian estar

expuestos los espermatozoides.

El cambio en una via apoptética comienza por desencadenar una mayor
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y culmina en la
fragmentacion del ADN y la muerte celular, (Aitken et al., 2013). Las células
epiteliales ejercen una rigurosa seleccion de espermatozoides, incluso dentro
de una poblacion ya seleccionada de espermatozoides. (Lopez-Ubeda et al.,
2017).
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Integrinas

Las integrinas son una familia de receptores de adhesion a la superficie
celular; son heterodimeros compuestos de subunidades ay 3 asociadas no
covalentemente, y cada wuna de estas cadenas son proteinas
transmembranales de un solo paso de tipo |. En los vertebrados, la familia esta
compuesta por 18 subunidades a y 8 subunidades 3 que pueden ensamblarse
para formar 24 heterodimeros diferentes. Las integrinas se pueden agrupar
en subgrupos basandose en las propiedades de union al ligando o en su
composicion de subunidad. La union especifica de los dominios extracelulares
de las integrinas a las proteinas de matriz extracelular o a los receptores de
las células adyacentes apoya a la adhesion celular y es crucial para la
fertilizacion, el desarrollo embrionario, la reparacion de tejidos, la defensa del
huésped y la hemostasia celular. Este proceso se basa en el enlace de las
integrinas al citoesqueleto intracelular a través de las colas citoplasmaticas, lo
cual permite la transmisién bidireccional de fuerza a través de la membrana
plasmatica. Las integrinas transmiten sefiales quimicas y mecanicas a la célula
desde el exterior, proporcionando informacion sobre su ubicacion, entorno
local, estado adhesivo y matriz circundante. Estas sehales determinan
respuestas celulares tales como migracién, supervivencia, diferenciacion y
motilidad (Calderwood et al., 2000).

La subunidad a se compone de una hélice B con siete pliegues que
estan conectados a un “tight”, un dominio “calf-1” y un dominio“calf-2”
formando juntos una estructura de pie que soporta la cabeza de la integrina
(fig. 4 a,b). Los ultimos 3 o 4 pliegues de la hélice B contienen dominios que
unen Ca?*, lo cual afecta alostéricamente la unién del ligando. La subunidad
a determina la especificidad del ligando de la integrina. Nueve de las cadenas
a de las integrinas contienen un dominio I, compuesto por aproximadamente
2000 aa (Barczyk et al., 2010).
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La subunidad B contiene un dominio de plexina-sempahorina-integrina
(PSI), un dominio hibrido, un dominio B1, y cuatro repeticiones de factor de
crecimiento epidérmico (EGF) ricos en cisteinas (fig.4a y b). El dominio B1
contiene un sitio de adhesion dependiente del ion metal (MIDAS) en
coordinacion con Mg?*y un sitio adyacente a MIDAS (ADMIDAS) a este sitio
se une al ion Mg*? y conduce un cambio conformacional que da como resultado
una forma activa de la integrina. En cambio, la unién de Ca?* a este sitio inhibe

dicho cambio conformacional (Barczyk et al., 2010).

El sitio de unién al ligando se forma en una regién en la interseccion de
la hélice B de la cadena a de las integrinas y el dominio 1. Las integrinas con

un dominio al se unen a los ligando a través este dominio (Luo et al., 2007).

Las integrinas se unen a ligandos solubles o receptores celulares. Se sabe que
muchas integrinas adoptan conformaciones de baja afinidad, afinidad
intermedia y alta afinidad, (fig. 4C) y éstas existen en un equilibrio dinamico
entre ellas (Margadant et al., 2011; Pang et al., 2023). El ligando principal de
algunas integrinas contiene la secuencia de aminoacidos Arg-Gly-Asp (RGD),
secuencia que se encuentra principalmente en la Fibronectina, Vitronectina,
Fibrindgeno y otras proteinas de la matriz extracelular. Ambas subunidades de
las integrina pueden reconocer y unirse al motivo RGD, solo 8 integrinas (av1,
avB3, avps, avp6, avp8, a5p1, allbB3, y a8B1) de 24 reconocen la secuencia
de RGD , ya que los ligandos especificos para cada integrina se definen
adicionalmente por la secuencia de aminoacidos que rodea esta secuencia
RGD (Jacquemet et al., 2013) Los péptidos RGD pueden usarse para evaluar
la participacion de las integrinas de union a RGD en un cierto evento (Barczyk
et al.,, 2010).
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Figura 4 Estructura primaria y conformaciones representativas de las integrinas.
a Organizacion de los dominios dentro de las estructuras primarias. b Disposicion de
los dominios dentro de la estructura cristalina tridimensional representativa de las
integrinas. ¢ Cambio conformacional de las integrinas: conformaciones cerradas
dobladas, cerras extendidas y abiertas extendidas. (Pang et al., 2023)

Las integrinas forman parte de una amplia red proteica con las
tetraspaninas, que son socios de union de las integrinas en los gametos. En
espermatozoide se localizan principalmente, CD9, CD81 y CD151(fig. 5) (Merc
etal., 2021) Se han reportado en espermatozoides humanos, ratones, bovinos,
cerdos y cobayos, las integrinas: a6B1, a5p81, av3, a6p4 y a3p1 (tabla 1)
(Barraud-Lange et al., 2007; Boissonnas et al., 2010; Frolikova et al., 2016;
Frolikova et al., 2019; Fusi et al., 1996; Glander & Schaller, 1993; Glander et
al., 1998; Jankovicova et al., 2020; Klentzeris et al., 1995; Merc et al., 2021;
Palenikova et al., 2021; Reddy et al., 2003; Roa-Espitia et al., 2016). Estas
integrinas se situan principalmente en la membrana plasmatica (segmento

ecuatorial, region post acrosomal y en la pieza media), membrana acrosomal
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interna y membrana acrosomal externa (Merc et al., 2021) (fig.5). Se demostro
que el uso de anticuerpos monoclonales bloqueadores de funciones contra
una integrina seleccionada durante la fertilizacion in vitro redujo la capacidad

del esperma al unirse con el ovocito.

Tabla 1 Integrinas presentes en el espermatozoide de mamiferos.

INTEGRINAS LIGANDOS MODELO AUTOR

a5p1 Fibronectina Ser Humano, | Thys, M., etal 2009, Roa-Espitia, et.
Bovino &l 2018
Cobayo

a6p1 Laminina Ratén, Barraud-Lange et al., 2007,
Cobayo Frolikova et. al., 2019

a6p4 Laminina Ratén Frolikova et. al., 2019

av3 Vitronectina, Raton, Boissonnas, et al 2010, Roa-Espitia,

2018

Fibronectina | Cobayo

a3p1 Fibronectina, | Ratén Frolikova et. al., 2019
Laminina vy

Colageno

Las integrinas junto con las tetraspaninas desempefian un papel clave
en la interaccion de los espermatozoides con los componentes del liquido
oviductal. Al unirse al reservorio oviductal, el esperma entra en contacto con
vesiculas del fluido oviductal, denominados oviductosomas, donde se
demostré6 que la fusion de oviductosomas con la membrana del
espermatozoide puede inhibirse en presencia de fibronectina y vitronectina,

que se unen especificamente a las integrinas a5B1 y avp3.

También se ha postulado que las integrinas pueden desempefar un papel

clave durante la union de gametos, ya que estudios previos mostraron que los
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anticuerpos contra las integrinas 1 impidieron la fusién con el ovocito
(Almeida et al., 1995; Evans, 1999; Evans et al., 1997; Miller et al., 2000).

En el presente proyecto de investigacion se realizaron ensayos con las
integrinas que reconocen a FNT presente en el espermatozoide de cobayo
a5B1 y avB3 (Roa-Espitia, 2018).

Fibronectina como receptor de Integrinas

El dominio RGD esta presente en la Fibronectina (FNT), esta es una
glicoproteina de masa molecular alta, que consta de dos subunidades
similares de 250 kDa, unidas por dos enlaces disulfuro cerca de su region
carboxilo terminal. Se encuentra, principalmente, como un dimero soluble
(FNTs) y como un multimero insoluble de masa molecular elevada (FNTi),
mantenido por enlaces covalentes y dispuesto como un componente de la
matriz extracelular fibrilar (Bradshaw & Smith, 2014). La FNT fibrilar esta
presente en la parte apical de las CEO, y también esta presente en el fluido
oviductal, donde fluctua durante el ciclo estral de la hembra (Osycka-Salut et
al., 2017). La FNT esta implicada en la capacitacion de los espermatozoides
humanos y en la reaccién acrosomica mediante la activacion de la via de
senalizacion cAMP/PKA (Martinez-Leon et al., 2019; Martinez-Leon et al.,

2015; Osycka-Salut et al., 2020).

Por otro lado, la interaccion cabeza-cabeza en los espermatozoides de cobayo
en la formacion de rosetas esta mediada por la union de FNT-Integrina, ya que
los espermatozoides presentan Fibronectina y la integrina a5B1 dicha
interaccion rio abajo aumenta los niveles de ERK1/2 fosforilada, favoreciendo

la polimerizacion de la actina (Salgado-Lucio et al., 2020).

Las integrinas conectan la matriz extracelular al andamiaje del citoesqueleto a
través de varias proteinas adaptadoras intermediarias, proporcionando

multiples puntos para regular y controlar la adhesién. Estas proteinas
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adaptadoras forman parte del complejo de adhesion focal (Kanchanawong &
Calderwood, 2023). La presencia de estas proteinas adaptadoras y su

activacién en medio capacitante se ha descrito en espermatozoides de cobayo
(Roa-Espitia et al., 2016).
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Figura 5 Localizacion de las subunidades de integrinas y tetraspaninas en
espermatozoide de mamifero, en ser humano (A, B), raton (C, D), acrosoma intacto
(A, C), y con reaccion acrosomal (B, D). Tomada de.(Merc et al., 2021).

Pagina | 27



JUSTIFICACION

La interaccion de integrinas (a6p1, a5B1, avB3, a6Bf4 y a3B1) en los
espermatozoides de los mamiferos, que reconocen a componentes de la
matriz extracelular, como fibronectina que esta presente en las células
epiteliales oviductales del reservorio oviductal, podria permitir la formacion de
adhesiones focales, las cuales se asocian a moléculas de senalizacion
relacionadas con los procesos que involucran la sobrevivencia celular. Por
tanto, la interaccion de integrinas (a581 y avB3) en el espermatozoide que
reconocen a una matriz de Fibronectina inmovilizada podrian regular
diferentes procesos fisiolégicos del espermatozoide, que le permitan al

espermatozoide sobrevivir por mas tiempo.
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HIPOTESIS

La presencia de proteinas de adhesiones focales incluidas las integrinas (a531
y avpB3) en los espermatozoides de mamiferos sugiere que estas células
podrian tener la capacidad de asociarse con una matriz compuesta por
fibronectina inmovilizada, esta asociacion podria alterar el estado fisiolégico

de la célula espermatica, modificando la capacitacion y la reaccion acrosomal.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la capacidad de adhesion de los espermatozoides de cobayo a una
matriz conformada por fibronectina inmovilizada y analizar los efectos que

tiene la adhesion sobre la fisiologia y la sobrevivencia espermatica.

Objetivos particulares

. Determinar la capacidad de adhesion de los espermatozoides con los
principales componentes de la matriz extracelular (Fibronectina, Colageno

tipo | y Laminina).

. Caracterizar la adhesion de los espermatozoides adheridos a la matriz de

Fibronectina inmovilizada.

. Analizar los espermatozoides desprendidos de la matriz de fibronectina

inmovilizada.
. Definir cual de las integrinas presentes en los espermatozoides de cobayo
si a5B1 y/o avp3 es la encargada de asociarse a la matriz de Fibronectina

inmovilizada.

. Determinar la viabilidad y apoptosis de los espermatozoides adheridos de

forma in vitro a la matriz de Fibronectina inmovilizada.
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6. Analizar el estado fisioldgico de los espermatozoides adheridos a la matriz
de fibronectina inmovilizada, comparado con aquellos que son capacitados

en suspension.

7. Evaluar los cambios que experimenta el citoesqueleto de actina durante la
adhesion de espermatozoides a la matriz de Fibronectina, asi como las
alteraciones en la adhesion espermatica provocadas por la inhibicion de la

polimerizacién de actina.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Los experimentos se realizaron con cobayos machos de Dunkin-Hartley (Cavia
porcellus) de un peso entre 800 y 900 g. El bioterio del Cinvestav-IPN brindd
alojamiento a los animales bajo un ciclo de 12 horas de luz/12 horas de
oscuridad, con acceso a agua y alimento. El Comité Interno de Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio, (CICUAL N° 321-02; Cinvestav-IPN) aprobd los
procedimientos de manejo de animales y el disefio experimental siguiendo las
directrices de la Asociacion Americana de Medicina Veterinaria. Hicimos todo

lo posible para minimizar el dolor y el estrés en los animales.

Reactivos

Fibronectina plasmatica humana (FC010-10 mg), placa de cultivo de colageno
tipo | de 6 pocillos (PICLO6P05), cajas de adhesién celular de laminina humana
de 96 pocillos (ECM 103) se adquirieron de Millipore, Merck (Darmstadt,
Alemania). Cajas de Fibronectina de 24 -pocillos, transparente, fondo plano,
tratadas (354411). Portaobjeto de cultico con Fibronectina de 4-pocillos,
3/paquete 12(353559) se compraron a Merck Millipore, Corning BioCoat. El
cloruro de calcio dihidratado, el piruvato de sodio DL-acido lactico al 85%, la
albumina sérica bovina (BSA), el tripéptido sintético RGD (A8052), latrunculina
A (L5163), HEPES, la progesterona, la faloidina-FITCI (P5282) se adquirieron
de Sigma Aldrich (St. Louis MO) y el anticuerpo monoclonal anti-integrina 3
de ratén (CRC54, ab34409) se compraron a Abcam (Cambridge, Reino Unido).
Se compraron anti P-Tyr-100 monoclonales de ratén (9411S) a Cell Signaling
Technology (Danvers, MA). Se compraron anticuerpo 1 de integrina
policlonal de conejo (M-106, sc-8978), anticuerpo monoclonal anti-flotilina-2 de
ratébn (B-6, sc-28320) a Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Los

anticuerpos secundarios TRITC o FITC se obtuvieron de Jackson
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Immunoresearch Laboratories Inc (West Grove, PA). Fluo-3 AM (2523267) se
compraron a Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA). El kit de ensayo de
caspasa-3/7 FAM-FLICA (157896) se adquiri6 a Immunochemeistry
Technologies (Davis, CA). Se compraron placas de cultivo celular de 24
pocillos con superficie tratada para cultivo de tejidos (0030722.116) a Merck,

Eppendorf (Darmstadt, Alemania).

Obtencion y capacitacion de los espermatozoides

Los espermatozoides de cobayo se obtuvieron de los conductos deferentes y
se lavaron en una solucion de PBS. Los espermatozoides (2.5 x 106 células/ml)
se incubaron en medio de capacitacion TYRODE-HEPES (116.7 mM de NaCl,
2.8 mM de KCI, 1.8 mM de CaCl2, 0.36 mM de NaH2PO4, 0.49 MgCI2 mM,
11.9 mM de NaHCOs, 0.25 mM de piruvato de potasio, 0.25 mM de piruvato
de sodio, 20.0 mM de &cido lactico, 2.0 mM de HEPES, pH 7,6) a 37 °C en

una atmosfera humidificada que contenia 5% de CO2y 95% de aire.

Ensayo de adhesion a la MTZ-FNTi

Para los ensayos de adhesion se utilizaron placas activas de fondo plano de
24 pocillos recubiertas con fibronectina colageno tipo | y laminina. Los sitios
activos libres de las placas se bloquearon incubando las placas con BSA al 1%
diluido en PBS durante una hora a 37 °C. Se elimind el exceso de BSAy la
placa se lavo tres veces con PBS para eliminar la BSA sin unir. A estas placas
bloqueadas se anadieron 2.5 millones de espermatozoides en medio no
capacitante o capacitante durante 0.5, 1, 2 y 3 horas. Las placas se
transfirieron a una incubadora, mantenida a 37°C bajo una atmosfera
humidificada que contenia 5% de CO2 y 95% de aire. Los espermatozoides
adheridos se observaron con un microscopio invertido ICM 405 (Alemania), y
los videos se tomaron con una camara Nikon 5X Coolpix S4100 (China). Se

tomaron videos de un minuto con un aumento de 20x. Para cada experimento,
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se cuantificaron los espermatozoides adheridos de cuatro campos diferentes.

Se utilizaron placas de cultivo recubiertas solo con BSA como control.

Evaluacién de la motilidad de los espermatozoides adheridos a la MTZ-
FNTi

La motilidad de los espermatozoides durante la adhesion in vitro a placas
recubiertas de FNT se evalud utilizando un microscopio invertido (ICM 405) y
videos tomados con una camara Nikon 5X Coolpix S4100 (China). Las
imagenes adquiridas fueron analizadas visualmente, cuantificando el numero
de espermatozoides adheridos que mostraban flagelo aleteando. Se

cuantificaron espermatozoides de cuatro campos diferentes.

Cuantificaciéon de rosetas

Un resultado significativo es que los espermatozoides adheridos se
desprendieron gradualmente durante el tiempo de incubacion y formaron
rosetas durante el tiempo de incubacion restante. Se tomaron videos de un
minuto con un aumento de 20x y, para cada experimento, se cuantificaron las

rosetas formadas en cuatro campos diferentes

Valoracion de la reaccion acrosomal

Espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi. La RA se determiné mediante
la cuantificacion éptica de los espermatozoides adheridos a diferentes tiempos
de incubacién (30, 60, 120 y 180 min). Se retiraron los espermatozoides no
adheridos y se lavd la placa tres veces con medio TYRODE-HEPES. Los
espermatozoides se fijaron con formaldehido al 1.5%-glutaraldehido al 0.2%,
diluido en PBS. El porcentaje de RA se estimé a partir del conteo de
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espermatozoides con y sin acrosomas de los espermatozoides adheridos al

MTZ-FNTi (300 células por cada experimento).

Espermatozoides liberados de la MTZ-FNTi. En el caso de los
espermatozoides desprendidos del MTZ-FNTi, se cuantific6 el RA de la
siguiente manera: se recuperd y fij6 una alicuota de espermatozoides
desprendidos, luego se cuantificé el numero de espermatozoides con y sin
acrosoma (300 células por cada experimento) en una camara de Neubauer.
Para definir si estos espermatozoides desprendidos de la MTZ-FNTi son
capaces de experimentar una reaccion acrosomica, se recupero una alicuota
de espermatozoides desprendidos cada hora y se adiciond progesterona (10
MM). Después de 20 min, se fijaron los espermatozoides y se cuantifico la

reaccion acrosomica.

Espermatozoides capacitados en suspensiéon. Se fijaron los
espermatozoides capacitados en diferentes momentos (0, 30, 60, 90 y 120
min) en medio TYRODE-HEPES, y se cuantific6 el numero de
espermatozoides con y sin acrosoma (500 células por cada experimento) en

una camara de Neubauer.

Reaccion acrosémica inducida por progesterona. Los espermatozoides
desprendidos del MTZ-FNTi o capacitados en suspension se incubaron
durante 20 minutos con 10 uM de progesterona (P4), mantenidos a 37°C bajo
una atmosfera humidificada que contenia 5% de CO2 y 95% de aire.

Posteriormente, se fijaron y se cuantifico la RA.

Evaluacion de RA en presencia de Fibronectina soluble. Los
espermatozoides se incubaron con FNT soluble a dos concentraciones, 50
pg/ml y 100 pyg/ml de FNT. Se mantuvieron a 37°C bajo una atmosfera
humidificada que contenia 5% de CO2 y 95% de aire. La RA espontanea se
midi6 en diferentes momentos (30, 60, 90, 120 y 180 min). Los
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espermatozoides sin y con acrosoma se cuantificaron a partir de 4 alicuotas

por separado (300 células por alicuota) en una camara de Neubauer.

Evaluacién de viabilidad y caspasas

Para determinar el nivel de apoptosis y la viabilidad, se utilizé el El kit de
ensayo de caspasa-3/7 FAM-FLICA, siguiendo el protocolo establecido por el
kit. Los experimentos se llevaron a cabo en espermatozoides adheridos a la
MTZ-FENTi o capacitados en suspension, ambos en medio capacitante a una
concentracion celular de 2.5 X108 células/ml. A continuacion, se afadio el
reactivo marcado con FLICA en una dilucion (1:30) 10 minutos antes del
tiempo de capacitacion, y se afadio el reactivo marcado con HOECHST 33342
(0.0025%, concentracion final). Posteriormente, se realizé un lavado con el
tampon de lavado, afiadiendo inmediatamente yoduro de propidio 638
(0.0025% de concentracion final) durante 5 minutos a 37°C. Se realizaron dos
lavados con el tampon de lavado. Los espermatozoides se fijaron (0.1% de
glutaraldehido-3% de formaldehido en PBS) durante una hora. Los
espermatozoides se lavaron con PBS, y los portaobjetos se observaron en un
microscopio 6ptico de epifluorescencia Olympus BX50 con una camara Nikon
en un objetivo de 20x, con las siguientes longitudes de onda: FLICA (488-492
nm) Hoesch (365 nm) yoduro de propidio (488-492 nm), y las imagenes fueron

analizadas en el software NIS Elements AR (Versién 3.1).

Identificacion de integrinas 1, B3y a5B1 in vivo

Los espermatozoides resuspendidos en PBS (2,5x106 células/ml) se
incubaron de forma independiente con anticuerpos especificos que reconocen
la regidon N-terminal de las integrinas 1 o B3 (1:50). La incubacion se llevo a
cabo durante 2 horas a 37°C bajo una atmésfera humidificada que contenia
5% de CO2 y 95% de aire. Posteriormente, los espermatozoides se

centrifugaron a 600 g durante 3 min, se retir6 el sobrenadante y los
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espermatozoides se Re suspendieron en PBS. Este procedimiento se repitio
tres veces. A continuacion, los espermatozoides se incubaron durante una
hora con el anticuerpo secundario adecuado (1:500) marcado con TRITC.
Posteriormente, los espermatozoides se centrifugaron a 600 g durante 3 min,
se retird el sobrenadante y los espermatozoides se resuspendieron en PBS.
Este ultimo procedimiento se repitié tres veces. Los espermatozoides se fijaron
(Glutaraldehido 0.05%-Formaldehido 1,5%, concentracion final) durante 1
hora. Una vez fijados, los espermatozoides se lavaron tres veces con PBS y
se montaron en portaobjetos con gelvatol. Las muestras se examinaron con
un microscopio optico de epifluorescencia Olympus BX50 con un objetivo de
20X, y las fotografias se tomaron con una camara digital Nikon utilizando el

software NIS-Element, version 3.1.

Ensayos de inhibicion de la adhesion con el péptido RGD y anticuerpos

Para los ensayos de inhibicion de la adhesion de la MTZ-FNTi, se realizaron
cinco tratamientos, se preincubaron de forma independiente durante 30
minutos en medio capacitante Tyrode-HEPES considerando: (1)
Espermatozoides previamente incubados con el péptido RGD de 100 uM, (2)
espermatozoides preincubados con los anticuerpos anti-p1 (1:50) o (3) anti-B3
(1:50), (4) ambos anticuerpos, y (5) control (ausencia de anticuerpos y RGD).
Posteriormente, cada tratamiento se expone a la MTZ-FNTi de forma
independiente. Las placas se transfirieron a una incubadora, mantenida a 37°C
bajo una atmdsfera humidificada que contenia 5% de CO2 y 95% de aire. Se
tomaron videos de cuatro campos de 1 minuto cada uno a 1, 2y 3 horas. Se
realizaron tres lavados con medio Tyrode-HEPES cada hora. Las células se
observaron con un microscopio invertido ICM 405 (Alemania) con un objetivo
de 20X, y los videos se tomaron con una camara Nikon 5X Coolpix S4100
(China).
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Evaluacién del estado fisiolégico de los espermatozoides adheridos a la
MTZ-FNTi.

Para definir el estado fisioldgico de los espermatozoides adheridos a MTZ-
FNTI, se evalud la fosforilacion de proteinas, la concentracion intracelular de
calcio ([Ca27]i), localizacion de flotilina-1 y la polimerizacion de actina (cambios
de F-actina), para lo cual se realizd el siguiente procedimiento. Los
espermatozoides se obtuvieron a partir de los conductos deferentes y se
capacitaron en medio Tyrode-HEPES, como se menciona en la seccion
"Obtencién y capacitacion de espermatozoides". Después de 30 minutos de
incubacion, se utilizd una alicuota de espermatozoides (2,5 x 106
espermatozoides) para los ensayos de adhesion a MTZ-FNTi en los
portaobjetos con FNTi y el resto se mantuvo en suspension. Las pruebas

fueron evaluadas en diferentes momentos (0, 0.5, 1.0, 2.0, y 3.0 horas).

Localizacion de proteinas fosforiladas en residuos de tirosinas y
flotilina-1

Para determinar la localizacion de diferentes proteinas, los espermatozoides
no capacitados y capacitados en suspension o adheridos a la MTZ-FNTi se
fijaron durante una hora a temperatura ambiente utilizando una solucion de
glutaraldehido y formaldehido (0.05% vy 1.5%, concentracién final,
respectivamente) diluida en PBS. A continuacion, los espermatozoides se
incubaron durante 10 min con 50 mM de NH4Cl diluido en PBS. Los
espermatozoides se lavaron tres veces con PBS. En el caso de los
espermatozoides capacitados en suspension, se realizaron frotis para detectar

diferentes proteinas.

Para detectar proteinas fosforiladas en residuos en Tyr y flotillina-1, los
espermatozoides fijados se permeabilizaron con PBS-Triton X100 al 0.1%
durante 20 minutos, seguidos de tres lavados con PBS. Los espermatozoides
se incubaron con el anticuerpo que reconoce las proteinas fosforiladas en Tyr

(anti-p-Tyr, 1:100) o con el anticuerpo anti-flotillina-1 (1:100) disuelto en BSA
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al 1% durante 14 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, los
espermatozoides fueron lavados tres veces en PBS. Las proteinas se
revelaron mediante incubacion durante 1 hora a 37 °C, con el segundo
anticuerpo apropiado marcado con TRITC diluido en BSA al 1%.
Posteriormente se lavaron con PBS y agua helix y se montaron con gelvatol.

Las muestras se examinaron con un microscopio confocal (Leica TCS SP8).

Evaluacién del calcio intracelular

Se utilizé la sonda Fluo-3AM (506/526 nm) para detectar calcio intracelular. A
las células adheridas a la MTZ-FNTi y en suspension, en oscuridad total, se
afadieron 2 pl/ml de Fluo-3AM 20 minutos antes de que transcurriera el tiempo
de capacitancion. Se realizaron dos lavados con PBS para eliminar el exceso
de Fluo-3AM. La muestra fue fijada (0.05% de Glutaraldehido mas 1.5% de
Formaldehido, concentraciones finales). Las muestras se lavaron con PBS; En
el caso de los espermatozoides en suspension, se centrifugaron (600 g) y se
mantuvieron en el boton hasta que se observaron al microscopio. Las
muestras se examinaron con un microscopio Optico de epifluorescencia
Olympus BX50 y se tomaron fotografias con una camara digital NIKON
utilizando el software NIS-Element, version 3.1. Se cuantificaron los patrones

de fluorescencia y se evalu¢ la fluorescencia emitida por Fluo-3AM.

Evaluacién de la actina F

Utilizando una sonda especifica que reconoce F-actina (faloidina-TRITC), se
evaluo el estado del citoesqueleto de actina de espermatozoides capacitados
en suspension o adheridos a la MTZ-FNTi. Los espermatozoides fijos se
permeabilizaron con PBS-Triton X100 al 0,1% (concentracion final) durante 20
minutos. Las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron en una
camara humeda durante una hora a temperatura ambiente con faloidina-
TRICT (1:20 en PBS). Se realizaron cinco lavados de 7 minutos con PBS. Las

muestras se montaron con gelvatol y se examinaron con un microscopio optico
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de epifluorescencia Olympus BX50 y se tomaron fotografias con una camara
digital NIKON vy la fluorescencia emitida por la faloidina-TRICT se analizé

utilizando el software NIS-Element, version 3.1.

Efecto de Ilatrunculina A sobre la adhesion

Los espermatozoides se capacitaron durante 30 min en suspensién y en
presencia de latrunculina-A (5uM). A continuacion, los espermatozoides se
afiadieron a placas de 24 pozos recubiertas con fibronectina. Las placas se
transfirieron a una incubadora, mantenida a 37°C bajo una atmosfera
humidificada que contenia 5% de CO2 y 95% de aire. Se tomaron videos de 4
campos de 1 minuto cada uno a los 30, 60, 120 y 180 minutos. Las células se
observaron con un microscopio invertido ICM 405 (Alemania) y los videos se

tomaron con una camara Nikon 5X Coolpix S4100 (China).

Analisis de datos

Cada experimento se realizé al menos tres veces. Las diferencias entre las
medias se determinaron mediante una prueba T o un ANOVA de una via
seguido de la prueba de Tukey para comparar dos grupos 0 comparaciones
multiples respectivamente. Los resultados mostrados se expresan como las
medias + E.E. Para el andlisis se utilizd6 SigmaPlot versién 11.0 y se considerd

estadisticamente significativo P<0.05.
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RESULTADOS

Los espermatozoides de cobayos tienen una mayor capacidad para
adherirse a la MTZ-FNTi

El entorno del reservorio oviductal es esencial para la interaccion de los
espermatozoides con las células epiteliales oviductales (CEQO). Estas células
de la region apical presentan una matriz extracelular compuesta
principalmente por fibronectina, colageno tipo | y laminina (Qin et al., 2003).
Por lo tanto, la primera evaluacion que realizamos fue para determinar la
capacidad de los espermatozoides para adherirse a los principales
componentes de la matriz extracelular que se encuentran en los CEO. Por lo
tanto, se utilizaron placas de cultivo recubiertas con fibronectina, colageno tipo
| y laminina de forma especifica, se bloquearon sitios inespecificos con BSA al
1%, y asegurar que la adhesion sea especifica para cada proteina. Los
espermatozoides incubados en medio TYRODE-HEPES (2 X 106
espermatozoides/ml) se anadieron a los pocillos de las placas de cultivo y se
incubaron durante una hora. Transcurrido el tiempo establecido y una vez
retirados los espermatozoides no adheridos, se tomaron videos y se evaluo el
numero de espermatozoides adheridos por campo. Los resultados muestran
que el numero promedio de espermatozoides adheridos por campo para las
placas de cultivo recubiertas de fibronectina inmovilizada fue el mas alto (46.67
1 0.88 SE n = 3) los espermatozoides adheridos a placas de cultivo recubiertas
con laminina (14.33 + 1.45 E.E. n=3) o colageno-l, donde la adhesion fue
practicamente nula, menos de un espermatozoide por campo (0.27 + 0.07 E.E.
n=3) (Fig. .6A). El control negativo realizado mediante el recubrimiento de los
pocillos de las placas de cultivo con albumina sérica bovina (BSA) no mostro
adhesion de los espermatozoides (0.07 + 0.07 E.E. n = 3). Los resultados
indican que los espermatozoides tienen una gran capacidad de adherirse a la

MTZ-FNTi en comparacién con los formados por laminina o colageno-l.
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La adhesidén de los espermatozoides al MTZ-FNTi requiere un tiempo
minimo de capacitacion.

Con el fin de definir en qué estado fisioldgico los espermatozoides fueron
capaces de adherirse al MTZ-FNTi, se realizaron pruebas de adhesion
utilizando espermatozoides incubados en medio capacitante a diferentes
tiempos (0, 10, 20 y 30 min). Los resultados muestran que la capacidad de los
espermatozoides para adherirse a la MTZ-FNTi O min es muy baja (4 + 1,15
S.E. n=3). Aunque el numero de espermatozoides adheridos aumento después
de 10 y 20 min de capacitacion (5,67 + 0,88, 10.0 £+ 1.15 S.E. n = 3,
respectivamente), esto no fue significativo con respecto al tiempo cero (Fig.
6B). El numero de espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi fue significativa
mente mayor cuando se incubo durante 30 min (54,67 + 5,04 S.E. n=3) (Fig.
6B). Los resultados sugieren que los espermatozoides requieren un tiempo
minimo de capacitacion para adquirir la capacidad de adherirse a la MTZ-FNTi.
A partir de entonces, todos los ensayos se realizaron utilizando

espermatozoides capacitados durante 30 min.

Curiosamente, mas del 95% de los espermatozoides se adhirieron a
través de la region acrosomica a la MTZ-FNTi, mostrando un acrosoma intacto,
bien definido y sin cambios morfologicos aparentes. Ademas, los
espermatozoides adheridos mantenian su flagelo batiendo durante 7 horas
(Fig. 6C). Lo anterior indica que los espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi

permanecen viables.

Los espermatozoides adheridos se desprenden gradualmente de la
MTZ-FNTi.

Con el fin de definir el tiempo que los espermatozoides permanecen adheridos
a la MTZ-FNTi, espermatozoides capacitados durante 30 min se incubaron en
la MTZ-FNTiy se evalud el numero de espermatozoides adheridos a diferentes

tiempos (0.5-7 horas). Los resultados muestran que, a las 0,5 h, un numero
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considerable de espermatozoides estan adheridos (53,83 + 7,68 S.E. n=3), y
este numero no disminuye después de una hora (Fig. 6D). El numero de
espermatozoides adheridos disminuye significativamente después de dos
horas y permanece sin variacion significativa hasta las 4 horas (Fig. 6D). A las
cinco horas el numero de espermatozoides adheridos vuelve a disminuir
significativamente y alas 6 y 7 horas el numero de espermatozoides adheridos
es muy bajo (1 £ 0,51y 0,88 + 0,44 E.E., respectivamente. La reduccion en el
numero de espermatozoides adheridos sugiere que se desprenden
gradualmente de la MTZ-FNTi, sin requerir factores externos para

desprenderse.

Por otro lado, entre 1 a 3 horas de incubacion, el numero de espermatozoides
adheridos a la MTZ-FNTi es considerable para definir posibles cambios. Con

estos tiempos se llevaron a cabo todos los siguientes experimentos.

Estos resultados indican que los espermatozoides se adhieren
especificamente a un matriz compuesta de MTZ-FNTi, requieren de tener un
tiempo minimo (30 min) en medio capacitante para adquirir la habilidad de
adhesion, durante la adhesién mantienen el acrosoma intacto y el flagelo movil
durante 7 horas, lo que podria indicar que los espermatozoides incrementan

Su sobrevivencia.
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Figura 6. Caracterizacion de la adhesion de los espermatozoides a la matriz de
fibronectina inmovilizada. (A) Evaluacion de la adhesion de los espermatozoides a
diferentes proteinas inmovilizadas. La prueba se llevo a cabo utilizando
espermatozoides (2 X 10° espermatozoides/ml) capacitados durante 30 min en un
medio de cultivo TYRODE-HEPES. Estos se afiadieron a placas de cultivo recubiertas
con fibronectina, laminina o coldgeno-I. Se utilizaron placas de cultivo recubiertas de
BSA como control. Después de 30 min de incubacion, se lavaron las placas de cultivo
y se cuantificé el nimero de espermatozoides adheridos (ver Métodos, Ensayo de
adhesion). Los resultados se expresan como la media + E.E. (n= 3), * vs ** P <0.001.
(B) Los espermatozoides requieren un tiempo minimo de capacitacion para adherirse a
la matriz de fibronectina inmovilizada. Los espermatozoides fueron capacitados en
diferentes momentos en el medio de cultivo TYRODE-HEPES. El tiempo de adhesioén
en este caso fue de solo 10 min, e inmediatamente se retiraron los espermatozoides no
adheridos, se lavo la placa y se cuantifico el nimero de espermatozoides. Los
resultados se expresan como la media = E.E. (n=3), * vs ** P <(.001. (C) La mayoria
de los espermatozoides adheridos a la matriz de fibronectina inmovilizada mantienen
sus flagelos bateando. Los espermatozoides se capacitaron durante 30 min en un medio
de cultivo TYRODE-HEPES. Después de 30 min de incubacidn, se lavaron las placas
de cultivo y se cuantificd el nimero de espermatozoides cada hora durante siete horas.
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Los resultados se expresan como la media = E.E. (n= 3). (D) Los espermatozoides
unidos a la matriz de fibronectina inmovilizada se desprenden gradualmente. Los
espermatozoides se capacitaron durante 30 min en medio TYRODE-HEPES después
de que los espermatozoides se afiadieran a las placas de cultivo recubiertas de
fibronectina y se incubaran durante 30 min. Se lavaron las placas de cultivo y se
cuantificé el nimero de espermatozoides cada hora durante siete horas. Los resultados
se expresan como la media + E.E. (n= 3), * vs ** P <0.01.

Los espermatozoides liberados de MTZ-FNTi forman rosetas y no
experimentan reaccion acrosomal espontanea

Cuando los espermatozoides de cobayos se capacitan en suspension in vitro
en suspension se agrupan en forma de rosetas esto podria considerarse una
sefial de que los espermatozoides estan pasando por el proceso de
capacitaciéon (Salgado-Lucio et al., 2020). Que son cumulos de células que se
adhieren cabeza con cabeza manteniendo moévil el flagelo. Los
espermatozoides desprendidos de la MTZ-FNTi forman rosetas. La
cuantificacion de rosetas mostréo un incremento con respecto al tiempo de
incubacion en medio capacitante en la MTZ-FNTi, alcanzando un valor maximo

a las seis horas de incubacioén (Fig. 7A).

Por otro lado, también se evalud si los espermatozoides desprendidos
de la MTZ-FNTi experimentaron reaccion acrosomica espontanea (RAs). Los
resultados muestran que los espermatozoides liberados entre 30 min y siete
horas experimentaron una RAs inferior al uno por ciento (Fig. 7B), muy baja
en comparacidon con espermatozoides que estaban capacitados en
suspension, en ausencia o presencia de FNT, que después de tres horas de
incubacion mostraron aproximadamente un 50% o 60% de RAs,
respectivamente (Fig. 7D). Con el fin de definir si los espermatozoides
liberados de la MTZ-FNTi eran capaces de experimentar RA inducida por
progesterona, los espermatozoides liberados de la MTZ-FNTi se incubaron
con progesterona (10 yM) durante 20 min. Los resultados muestran que los

espermatozoides liberados de la MTZ-FNTi experimentaron RA inducida por
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progesterona, que fue significativamente mayor que la mostrada por aquellos
espermatozoides que estaban capacitados en suspension y en ausencia de

FNT y en los que RA fue inducida con progesterona (Fig.7C).

El siguiente experimento tuvo como objetivo conocer los efectos de la
FNT soluble (FNTs) sobre la fisiologia espermatica. Se ha determinada en
otras especies como bovino y humano que inducen la capacitacion y la
reaccion acrosomal (Martinez-Leon et al., 2019; Martinez-Leon et al., 2015;
Osycka-Salut et al., 2020) se capacitaron los espermatozoides en suspension
y la presencia de FNT soluble. Se observa un aumento significativo de la RA
en las dos concentraciones de FNT solubles utilizadas (50 y 100 mg/mL), en
comparacion con los espermatozoides capacitados en ausencia de FNT (Fig.
7D). Estos y los resultados anteriores sugieren efectos diferenciales cuando
los espermatozoides se asocian con FNT soluble o inmovilizada: Donde los
espermatozoides adheridos y liberados de la matriz de fibronectina
inmovilizada mantienen el acrosoma intacto y los espermatozoides incubados

con FNTs inducen la reaccion acrosomal.
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Figura 7. Caracterizacion de espermatozoides desprendidos de la matriz de
fibronectina inmovilizada. (A) Los espermatozoides desprendidos forman rosetas. El
grafico representa el nimero de rosetas formadas por los espermatozoides
desprendidos de la matriz de fibronectina inmovilizada. Las rosetas se cuantificaron
directamente a partir de los videos tomados cada hora durante siete horas de
incubacion. Los resultados se expresan como la media = S.E. (n=3). * vs ** P <0.01.
(B) Los espermatozoides desprendidos de la matriz de fibronectina inmovilizada no
experimentan reaccidon acrosOmica espontanea. Se tomaron alicuotas de
espermatozoides desprendidos de la matriz de fibronectina inmovilizada, se fijaron y
se evaluo la reaccion acrosdmica espontanea (ver Métodos Evaluacion de la reaccion
acrosomica). El grafico representa el porcentaje de espermatozoides que
experimentaron una reaccion acrosdmica espontanea una vez que se separaron de la
matriz de fibronectina. Los resultados se expresan como la media + S.E. (n=3). * vs
** P <0.01. (C) Evaluacion de la reaccion acrosomica inducida por la progesterona en
espermatozoides desprendidos. Se tomaron alicuotas de espermatozoides desprendidos
de la matriz de fibronectina inmovilizada y se trataron con progesterona (10 uM)
durante 20 min. Se compard con la reacciéon acrosomica experimentada por los
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espermatozoides capacitados en suspension. Los datos muestran la RA después de que
la RAs fue restada de la RA inducida por progesterona. Los resultados se expresan
como la media £ S.E. (n=3). * vs ** P <(.01. (D) Efecto de la fibronectina sobre los
espermatozoides capacitados en suspension. Los espermatozoides se capacitaron en
suspension en presencia de diferentes concentraciones de fibronectina (0, 50 y 100
mg/ml) y se evaluo la reaccion acrosomica espontanea. Los resultados se expresan
como la media + S.E. (n= 3). * vs ** P <0.05.

Las integrinas median la adhesion de los espermatozoides a la MTZ-
FNTi

Considerando que los espermatozoides de los mamiferos expresan integrinas
con capacidad de asociarse a fibronectina, determinamos la participacion de
las integrinas en la adhesion de los espermatozoides a la MTZ-FNTi. En primer
lugar, se utilizaron anticuerpos contra las subunidades (1, B3, y contra el
heterodimero a5B1 de las integrinas (181, 183, a5B31 respectivamente). A través
de la tincion in vivo, se determind que los anticuerpos reconocen las
subunidades B1, B3 y a5p1 de las integrinas en la superficie de la region
acrosomica y la pieza media de los espermatozoides (Fig. 8A). Al preincubar
los espermatozoides con anti-IB1 y anti-IB3 la adherencia se redujo
parcialmente, se observo un efecto similar con el heterodimero a5B1 (Fig. 8B).
Mientras que cuando los espermatozoides fueron preincubados
simultaneamente con anti-IB1 y anti-IB3 la reduccion de la adherencia fue
significativamente mayor en relacion con el control que cuando los anticuerpos
fueron preincubados individualmente (Fig. 8B Adicionalmente, los
espermatozoides fueron preincubados con el péptido RDG antes de la prueba
de adhesion, lo que redujo significativamente la adhesion de los
espermatozoides a la anti-IB1, anti-IB3 con respecto a las tres pruebas
anteriores (Fig. 8B). Los resultados anteriores sugieren que la adhesién de los
espermatozoides a la MTZ-FNTi esta mediada por ambas integrinas, a5p1 y
avp3.
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Figura 8. Las integrinas median la adhesion de los espermatozoides a la matriz de
fibronectina inmovilizada. El ensayo se realiz6 con espermatozoides (2 X 106). Los
espermatozoides se afiadieron a placas de cultivo recubiertas de fibronectina
recubiertas y se incubaron durante 1, 2 y 3 horas. (A) Localizacion de las integrinas 1
y B3 en la superficie de los espermatozoides de cobaya. Las integrinas 1 y B3 se
detectaron in vivo utilizando anticuerpos especificos. Se utilizO un anticuerpo
inespecifico como control. Las micrografias representan tres experimentos
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independientes. (B) Efectos de la preincubacion de espermatozoides con anti-B1 o anti-
B3 (por separado o juntos), anti- aSB1 y el péptido RGD sobre la adhesion de los
espermatozoides a la matriz de fibronectina. Se utiliz6 un anticuerpo inespecifico como

control. Los resultados se expresan como la media = S.E. (n=3). * vs ** P<0.01, * vs
**% p<0.001.

Los espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi retrasan la activacion de
las caspasas 3/7 y presentan membrana integra.

La adhesion de los espermatozoides a la MTZ-FNTi durante varias horas,
manteniendo la movilidad flagelar, sugiri6 que los espermatozoides eran
viables. Se analizé la actividad de la caspasa 3/7 y la integridad de su
membrana plasmatica para conocer mejor el estado de los espermatozoides
adheridos. Se corrobord con un control positiva la eficacia del Kit-FLICA que
detecta la actividad de la caspasa 3/7, induciendo a los espermatozoides a
desencadenar la activacion de las caspasas en presencia de H202 (Figura
suplementaria 2). En espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi durante 1 a 3
horas, se evalu6 la activacion de la caspasa 3/7 y se compardé con
espermatozoides capacitados en suspension durante el mismo tiempo. En la
Figura 9B se muestra la tincién de caspasas activadas 3/7 en espermatozoides
capacitados en suspension y adheridos a la MTZ-FNTi. La evaluacion de esta
tincion muestra que mas del 40% de la poblacion de espermatozoides no
capacitados, asi como los capacitados en suspensién durante una y dos horas,
mostraron activacion de caspasas 3/7, mientras que después de tres horas de
capacitacion se observé un aumento significativo en la activacion de caspasas
3/7 (Fig. 9B). En el caso de los espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi, a
la hora de incubacién aproximadamente el 10% de los espermatozoides
mostraron activacion de caspasa 3/7. Este porcentaje se redujo
significativamente después de dos horas (10.33 £ 0.88 vs 2.0 £ 0.58 S.E. n=3.
P<0.002) (Fig. 9B). Sin embargo, el numero de espermatozoides con caspasas
activadas 3/7 aumento significativamente (2.0 £ 0.58 vs 22.0 £ 4.16 S.E. n=3.

P<0.01) después de tres horas de incubacion (Fig. 9B). Es importante
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considerar que la intensidad de fluorescencia en los espermatozoides
capacitados en suspension es mayor que la que muestran los
espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi (Fig. 9A).

Durante el proceso de capacitacion, los espermatozoides pueden sufrir
dafos en la membrana plasmatica (Aitken, 2017a; Silva & Gadella, 2006; Tapia
et al., 2012). Por lo tanto, se realizaron ensayos de yoduro de propidio (PI)
para definir la integridad de la membrana plasmatica. El ensayo mostré que
menos del 5% de los espermatozoides de cobayo capacitados en suspension
mostraron dafio en la membrana plasmatica (Fig. 9C). En el caso de los
espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi, el numero de espermatozoides
con dafno en la membrana plasmatica fue menor en comparacion con los
espermatozoides capacitados en suspension, principalmente fue significativo
a las dos y tres horas de incubacion (Fig. 9C). En conjunto, los resultados de
la activacion de la caspasa 3/7 y el ensayo Pl indican que principalmente los
espermatozoides en buen estado se adhieren y permanecen adheridos a la
MTZ-FNTi.
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Figura 9. Los espermatozoides se adhirieron a una matriz de fibronectina
inmovilizada, retrasaron la actividad de las caspasas y permanecieron viables. (A)
Tincidén para caspasas 3/7 (FLICA), el ntcleo (HOECHST 33342) y yoduro de
propidio. Paneles derechos: Espermatozoides capacitados en suspension. Paneles
izquierdos: Espermatozoides adheridos a la matriz de fibronectina inmovilizada (MTZ-
FNT;i). (B) Cuantificacion de espermatozoides que mostraron tincion para caspasas 3/7
(FLICA) y nucleo (HOECHST 33342). Los resultados se expresan como la media +
S.E. (n=3). * vs ** P <0.01. (C) Cuantificacion de espermatozoides que mostraron
tincion para yoduro de propidio y HOECHST 33342. Los resultados se expresan como
media £ S.E. (n=3). * vs ** P <0.01.
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La adhesién de los espermatozoides a una MTZ-FNTi altera la fisiologia
de los espermatozoides

El estado fisiolégico de los espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi se
evalué mediante cuatro procesos relacionados con la capacitacion y se
comparé con los espermatozoides capacitados en suspension: A) niveles de
fosforilacién de tirosina proteica (PEP); B) niveles de calcio intracelular; C)

polimerizacion de actina; y D) reorganizacion de la flotillina.

A) Fosforilacion de la tirosina proteica (FP-Y).

El FP-Y se evalué mediante inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti-
pTyr. En los espermatozoides capacitados en suspension, se observo una
fluorescencia palida en la regiéon de la pieza media de los espermatozoides
(Fig. 10A). A la hora de capacitacion, se observé fluorescencia en todo el
flagelo. mientras que, a las 2 y 3 horas, también se observo fluorescencia en
el acrosoma, (Fig. 10A). La evaluacion de la fluorescencia mostré que aumento
gradualmente en relacion con el tiempo de incubacion en condiciones de
capacitacion (Fig. 10B). Los espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi
después de 30 min (una hora de incubacion) mostraron una disminucién no
significativa de la fluorescencia, que alcanzé valores similares a los de los
espermatozoides no capacitados (Fig. 10A y 10B). Después de una hora, la
fluorescencia tendié a variar con respecto al tiempo de una manera
estadisticamente no significativa. Después de dos horas de adhesion, la
fluorescencia aumenté solo en la pieza central y disminuyd nuevamente

después de tres horas (Fig. 10Ay 10B).
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Figura 10. La adhesion de los espermatozoides a la matriz de fibronectina
modifica la fisiologia de los espermatozoides. La prueba se llevo a cabo utilizando
espermatozoides (2 X 10° espermatozoides/ml) capacitados durante 30 minutos en el
medio TYRODE-HEPES. Los espermatozoides se afiadieron a la placa de cultivo
recubierta de fibronectina, y después de 30 min de incubacidn, las placas de cultivo se
lavaron y los espermatozoides se incubaron en diferentes tiempos (1, 2 y 3 horas).
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Después de la incubacion, se lavo la placa de cultivo y se fijaron los espermatozoides.
(A) Deteccion in situ de la fosforilacion de proteinas en Tyr, tanto en espermatozoides
capacitados en suspension como en aquellos adheridos a la matriz de fibronectina
inmovilizada. Las micrografias representan tres experimentos independientes. (B)
Cuantificar la fluorescencia emitida por deteccion in situ de la fosforilacion de
proteinas en Tyr, tanto en espermatozoides entrenados en suspension como adheridos
a la matriz de fibronectina inmovilizada. Los resultados se expresan como la media +
S.E. (n=3). * vs ** P<0.01.

B) Niveles de calcio intracelular.

Inicialmente, se evaluaron los patrones de fluorescencia que presentaban los
espermatozoides. Asi, los espermatozoides capacitados en suspensiéon se
definieron tres patrones de fluorescencia: P1, fluorescencia baja en la region
acrosomica y la pieza media; P2, fluorescencia media en la regidén acrosémica
y en la pieza media; P3, fluorescencia intensa en la regidén acrosémica (Fig.
11A). La evaluacion de estos patrones mostro que, en los espermatozoides no
capacitados, el patron P2 fue el mas prominente. Por el contrario, en los
espermatozoides capacitados en suspension durante 1 hora, la P2 disminuyd
significativamente, mientras que el patrén P3 aumento significativamente (Fig.
11B). La evaluacion de los patrones de fluorescencia producidos por Fluo-3AM
en los espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi mostré que, a la hora de
incubacion, el patrén P2 fue el mas prominente, sin cambios a las dos y tres
horas de incubacion (Fig. 11C). Los patrones P1 y P3 fueron significativamente

mas bajos (Fig. 11C).

La fluorescencia emitida por los diferentes patrones se evalué en células
individuales utilizando el software Nis Element 3.1. Los resultados muestran
que, en los espermatozoides capacitados en suspension, la fluorescencia
emitida por Fluo-3AM aumentdé gradualmente durante el periodo de
capacitacion, hasta dos horas, después de lo cual la intensidad de
fluorescencia disminuy6 significativamente (Fig. 11D). Mientras que en los

espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi, después de 30 min de adhesion la
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fluorescencia disminuyd  significativamente con respecto a los
espermatozoides capacitados en suspensién durante 30 min (0,46+0.05 y
1.59+0.09 respectivamente. S.E. n=3. P<0.001). A las dos y tres horas de
incubacion, los espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi no mostraron

cambios significativos en la fluorescencia (Fig. 11D).
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Figura 11. La adhesion de los espermatozoides a la matriz de fibronectina evita la
entrada de Ca*" El ensayo se llevd a cabo utilizando espermatozoides (2 X 106
espermatozoides/ml) capacitados durante 30 minutos en medio TYRODE-HEPES en
presencia de Fura-3AM, un indicador del Ca2+ intracelular. Los espermatozoides se
afladieron a la placa de cultivo recubierta de fibronectina, y después de 30 min de
incubacion, las placas de cultivo se lavaron y los espermatozoides se incubaron en
diferentes momentos (1, 2 y 3 horas). (A) Definicion de los patrones de Fura-3AM que
se producen durante la capacitacion de los espermatozoides en suspension. Las
micrografias representan cuatro experimentos independientes. (B) Cuantificacion de
patrones de Fura-3AM en espermatozoides capacitados en suspension. Los resultados
se expresan como media £ S.E. (n=4). * vs ** P < (0.001. (C) Cuantificacién de los
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patrones de Fura-3AM en espermatozoides adheridos a la matriz de fibronectina
inmovilizada. Los resultados se expresan como media + S.E. (n=4). * vs ** P <(.001.
(D) Evaluacion en diferentes momentos de la fluorescencia emitida por Fura-3AM
tanto en espermatozoides capacitados en suspension como en espermatozoides
adheridos a la matriz de fibronectina inmovilizada. Los resultados se expresan como la
media £ S.E. (n=3). * vs ** P <0.01.

C) Polimerizacién de actina.

La evaluacion de la F-actina con faloidina-FITC mostré que los
espermatozoides no capacitados tienen baja fluorescencia, que aumentd
rapidamente hasta la hora de capacitacion, no variando las 3 h. La
fluorescencia disminuy6 significativamente (6.19+0.11 y 3.15£0.19 E.E.
respectivamente, P<0.001. Fig. 12Ay 12B). En el caso de los espermatozoides
adheridos al MTZ-FNTi después de 30 min de adhesién (una hora de
incubacion), la fluorescencia disminuyé significativamente respecto a los
espermatozoides incubados en suspensién durante 30 min (3,570,333 y
2,04+0,5 respectivamente. S.E. n=3). La fluorescencia se mantuvo a las dos y

tres horas sin cambios significativos (Fig. 12B).

Aunque la polimerizacion de actina en espermatozoides adheridos a la
MTZ-FNTi es significativamente menor respecto a los espermatozoides
capacitados en suspension, este proceso es necesario para la adhesion, ya
que la inhibicién de la polimerizacién de actina por tratamiento con latrunculina
A disminuy¢ significativamente el nUmero de espermatozoides adheridos a la
MTZ-FNTi en todos los tiempos estudiados (Fig. 12D).
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Figura 12. La adhesion de los espermatozoides a la matriz de fibronectina evita la
polimerizacion de la actina. El ensayo se llevo a cabo utilizando espermatozoides (2
X 106 espermatozoides/ml) capacitados durante 30 minutos en el medio TYRODE-
HEPES. Inmediatamente, los espermatozoides se afiadieron a la placa de cultivo
recubierta de fibronectina, y después de 30 min de incubacion, se lavaron las placas de
cultivo y los espermatozoides se incubaron en diferentes momentos (1, 2 y 3 horas).
(A) Utilizando la sonda fluorescente, la F-actina se localizé en espermatozoides
capacitados en suspension o adheridos a faloidina-TRITC la matriz de fibronectina
inmovilizada. Las micrografias representan cuatro experimentos independientes. (B)
Cuantificar la fluorescencia emitida por la faloidina-TRITC en espermatozoides
capacitados en suspension y adheridos a la matriz de fibronectina inmovilizada. Los
resultados se expresan como la media + S.E. (n= 3). * vs ** P <0.01. (C) Efectos de la
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despolimerizaciéon de actina en la adhesion de los espermatozoides a la matriz de
fibronectina inmovilizada. Los espermatozoides se incubaron durante 30 min en
presencia de latunculina A antes de ser afiadidos a la placa de cultivo recubierta con
fibronectina. El numero de espermatozoides adheridos a la matriz de fibronectina
insoluble se cont6 en diferentes momentos. Los resultados se expresan como la media
+ S.E. (n=3). * frente a **P<0.001, * frente a ***P<0.05.

D) Relocalizacién de flotillina-1

En la Figura 13 se muestran los dos patrones de localizacion de la flotillina-1
reportados para los espermatozoides capacitados en suspensién (Maldonado-
Garcia et al., 2017): P1, flotillina-1 se encontré dispersa por toda la regién
acrosomica y en el flagelo; y P2, la flotillina-1 se localiz6 concentrada en la
region apical del acrosoma y el flagelo (Fig. 13A). La cuantificacion de estos
patrones muestra que, en los espermatozoides no capacitados, predominé el
patron P1, mientras que, para los espermatozoides capacitados en
suspension, en cualquier momento (1-3 horas), predomino el P2 (13B). La
cuantificacion de los patrones P1 y P2 en los espermatozoides adheridos al
MTZ-FNTi mostré que el patron P1 fue el mas predominante en todos los

momentos de incubacion (Fig. 13B).
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Figura 13. La adhesion de los espermatozoides a la matriz de fibronectina
inmovilizada impide la redistribucion de las balsas lipidicas. Los espermatozoides
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se capacitaron durante 30 min en suspension (2 X 106 espermatozoides/ml) y luego se
afiadieron a la placa de cultivo recubierta con fibronectina. Después de 30 min de
incubacion, se lavaron las placas de cultivo y se incubaron los espermatozoides
adheridos en diferentes momentos (1, 2 y 3 horas). Al final de la incubacion, se lavaron
las placas de cultivo y se fijaron los espermatozoides adheridos para determinar la
localizacion de la flotillina-2, un marcador de balsa lipidica. (A) Las micrografias
muestran los dos patrones de localizacion de la flotillina-2 que ocurren antes y después
de la capacitacion de los espermatozoides en suspension: P1, la distribucion de la
flotillina-2 es a lo largo del acrosoma, y P2, la flotillina-2 estd agrupada en la region
apical del acrosoma (flechas amarillas). Las micrografias representan tres
experimentos independientes. (B) Cuantificacion de los patrones de localizacion de la
flotillina-2 tanto en espermatozoides con capacidad en suspension (SCS) como en
espermatozoides unidos a la matriz de fibronectina inmovilizada (F-M). Los resultados
se expresan como la media = S.E. (n=3). * frente a **P<0.01
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DISCUSION

Los espermatozoides en el reservorio oviductal estan expuestos a estimulos
ambientales. Uno de estos estimulos requiere que los espermatozoides
interactuen con las células epiteliales oviductales, y a su vez podrian tener la

capacidad de interactuar con componentes de la matriz extracelular.

En el presente estudio los objetivos fueron estudiar la capacidad de los
espermatozoides de cobayo para adherirse la matriz de fibronectina
inmovilizada, las moléculas que median esta interaccién, asi como los efectos
que la adhesion a la MTZ-FNTi tiene sobre el estado fisiologico de los
espermatozoides. Los resultados indican que los espermatozoides tienen una
mayor capacidad de adherirse a la MTZ-FNTi, que los formados por colageno
tipo | o laminina. Por otro lado, la adhesion de los espermatozoides requiere
un tiempo minimo de capacitacion, lo que les permite adherirse a MTZ-FNTi.
Cuando los espermatozoides se adhieren a MTZ-FNTi, su estado fisiologico
cambia a uno similar al de los espermatozoides no capacitados. Una condicion
que hemos llamado estado estacionario de capacitacién. La adhesion a la
MTZ-FNTi aumenta la vida media de los espermatozoides, ya que varias horas
después de desprenderse de la MTZ-FNTi, no experimentan una reaccion

acrosdmica espontanea.

Los espermatozoides de diferentes mamiferos tienen la -capacidad de
adherirse a las células epiteliales oviductales(Saint-Dizier et al., 2020; Suarez,
2016). Diferentes trabajos sugieren que la adhesién de los espermatozoides a
las CEO selecciona espermatozoides de alta calidad para lograr la
fecundacion (Ellington et al., 1999; Gualtieri & Talevi, 2003; Yeste et al., 2009).
Los espermatozoides adheridos a las CEO se caracterizan por tener un
acrosoma intacto (Gualtieri & Talevi, 2000). Muestran un estado fisioldgico de
los espermatozoides no capacitados (Fazeli et al., 1999; Lefebvre & Suarez,
1996; Thomas et al., 1995): bajos niveles de calcio, reduccién FP-Y

(Petrunkina et al., 2001), morfologia normal (Thomas et al., 1994) y una
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estructura normal de la cromatina, con baja fragmentacién del ADN. Los
espermatozoides de cobayo adheridos a una MTZ-FNTi muestran
caracteristicas similares a los espermatozoides adheridos a la CEO: 1)
Acrosomas intactos. Nuestros resultados muestran que los espermatozoides
adheridos a la MTZ-FNTi poseen un acrosoma definido, sin alteraciones
morfolégicas aparentes. Este resultado se apoya en el hecho de que los
espermatozoides adheridos siguen batiendo su flagelo, lo que no seria posible
si los espermatozoides hubieran presentado dafios en su estructura celular.
Ademas, el dafo a la membrana plasmatica es muy bajo en los
espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi (Fig. 9C). 2) Estado fisiolégico de
los espermatozoides adheridos a la CEO es similar al de espermatozoides no
capacitados. Los espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi muestran
caracteristicas similares a un espermatozoide en estado fisiolégico no
capacitado: niveles bajos de FP-Y (Fig. 10Ay 10B) y actina F (Fig. 12B), ambos
parametros se consideran marcadores de capacitacion de los
espermatozoides de los mamiferos (Breitbart & Finkelstein, 2018; Gervasi &
Visconti, 2016). Ademas, los espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi
muestran otras caracteristicas relacionadas con el estado fisiolégico de los
espermatozoides no capacitados. El reordenamiento de las balsas lipidicas en
la region apical del acrosoma durante la capacitacién se ha considerado un
signo de capacitacion espermatica (Maldonado-Garcia et al., 2017; van Gestel
et al., 2005) y espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi no muestran esta
caracteristica evaluada por los patrones de tincion de flotilina (Fig. 13A'y 13B).
3) Niveles bajos de calcio. Los espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi
mostraron niveles bajos de calcio intracelular (Fig. 11D). En conjunto, todas
estas evidencias nos llevan a concluir que la adhesién de los espermatozoides
a una matriz formada por fibronectina inmovilizada activa vias de sefalizacién
que permiten que los espermatozoides permanezcan en un estado fisiolégico
similar al de los espermatozoides no capacitados. La interaccidon entre la
fibronectina y las integrinas no es un proceso sencillo; nuestro grupo reporté

que los complejos de adhesién requieren al menos de 30 minutos para ser
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estructurados (Roa-Espitia et al., 2016) periodo que se correlaciona con el
requerimiento de que los espermatozoides adquieran la capacidad de
adherirse a la MTZ-FNTi (Fig. 6B).

Los espermatozoides se adhirieron a la MTZ-FNTi después de un
tiempo desprendiéndose de la MTZ-FNTi, y en suspension, se asocian
formando rosetas (Fig. 7A). De esta forma, los espermatozoides experimentan
una RAs muy baja, inferior al 1,0% durante mas de siete horas (Fig. 7B). Lo
anterior sugiere que los espermatozoides que se adhirieron a la MTZ-FNTi
experimentaron un cambio en su fisiologia que les permite mantener su
acrosoma estable y no experimentar RAs, en comparacion con los que fueron
capacitados en suspension y capacitados en presencia de la FNT soluble, que
después de dos horas de incubacion experimentan aproximadamente un 50%
de RAs (Figura 7D). Lo anterior nos lleva a considerar que los cambios que
experimentan los espermatozoides al interactuar con la fibronectina dependen
de si la fibronectina se encuentra en estado soluble o inmovilizado. Asi, en
estado soluble, la fibronectina podria activar vias de senalizacion que
conducen a la induccion de la capacitacion y la reaccion acrosémica (Diaz et
al., 2007; Martinez-Leon et al., 2015; Osycka-Salut et al., 2020) Por otro lado,
nuestros resultados nos hacen sugerir que la interaccibn de los
espermatozoides con la fibronectina inmovilizada conduciria a la activacion de
vias de senalizacién que aumentan la vida media de los espermatozoides,

como las relacionadas con la mecanotransduccion (Stutchbury et al., 2017).

Se ha reportado que los espermatozoides son seleccionados vy
asociados a CEO en estado no capacitado, dadas las caracteristicas que
muestran los espermatozoides adheridos a CEO (Fazeli et al., 1999; Lefebvre
& Suarez, 1996; Rodriguez-Martinez et al., 2005; Thomas et al., 1995). Lo
anterior es controvertido ya que la mayoria de los estudios hasta el momento
carecen de evidencia para verificar que los espermatozoides se adhieren a
CEO en un estado no capacitado debido a los tiempos de incubacion

relativamente largos previos a su interaccion con CEO. (Petrunkina et al.,
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2001). Nuestros resultados pueden proporcionar nueva evidencia sobre esta
controversia. Asi, los espermatozoides, previos a su adhesion a la MTZ-FNTi,
requieren un tiempo minimo de incubacion (30 min) en el que los
espermatozoides experimentan cambios relacionados con la capacitacion:
aumentan relativamente los niveles de FP-Y (Fig. 10B), los niveles de [Ca?*]i
(Fig. 11D) y actina F (12B), siendo este el estado en el que los
espermatozoides se adhieren a la MTZ-FNTi, “parcialmente capacitados”. Sin
embargo, después de 30 min de adhesion, los espermatozoides, una vez
adheridos a la MTZ-FNTi, volvieron a mostrar signos del estado no capacitado:
niveles bajos de FP-Y, niveles bajos de [Ca2+]i y niveles bajos de actina F. Lo
anterior sugiere que la adhesion de los espermatozoides a la MTZ-FNTi a
través de integrinas podrian cambiar la condicion fisiolégica de los
espermatozoides, revirtiendo los cambios que experimentaron durante 30 min
de incubacién en un medio que apoya la capacitacion, permitiendo a la célula
sobrevivir por mas tiempo, manteniendo su acrosoma intacto. El presente
trabajo se realizé in vitro es importante considerar que in vivo existen factores
como el ambiente del reservorio oviductal que contiene moléculas solubles y
de superficie que podrian contribuir a mantener un estado de capacitacion

bajo.

La interaccion de los espermatozoides con las CEO, esta mediada por
diferentes moléculas de adhesion, entre las que destacan las integrinas a5p1
y aVB3, que tienen como ligandos principales la fibronectina y la vitronectina,
con las que interactua a través del dominio RGD (Osycka-Salut et al., 2017).
Nuestros resultados concuerdan con los hallazgos de Osycka-Salut y col.
(Osycka-Salut et al., 2017), ya que el dominio RGD y los anticuerpos anti-B1y
anti-B3 inhibieron la adhesién de los espermatozoides a la MTZ-FNTi. Por lo
tanto, sugerimos que la interaccién de estas integrinas con la fibronectina
presente en la matriz extracelular es de suma importancia para la interaccion
de los espermatozoides con las CEO y el aumento de la vida fértil de los

espermatozoides.

Pagina | 64



Las integrinas, las proteinas de sefalizacion y diferentes proteinas
estructurales forman complejos de adhesién llamados adhesiones focales, que
asocian la MEC con el citoesqueleto de actina [65]. Dos mddulos estructuran
complejos de adhesion focal: 1) mdédulo estructural, cuyas proteinas (talina,
tensina y vinculina) unen las integrinas con el citoesqueleto de actina,
detectando la rigidez de la matriz extracelular; y 2) médulo de sefializacién,
cuyas proteinas (FAK y paxilina) sefializan de forma dependiente de la
adhesion (Stutchbury et al., 2017). Los dos mddulos estan relacionados con la
mecanotransducciéon, que participa en la motilidad, proliferacion,
diferenciacion y apoptosis celular (Tomakidi et al., 2014). Ambos mddulos
cooperan en la mecanotransduccion: las proteinas estructurales unidas a la
MEC detectan estimulos mecanicos. Por el contrario, las proteinas de
sefalizacion generan sefales intracelulares que responden a |la
mecanodeteccion, lo que conduce a cambios celulares criticos (Stutchbury et
al.,, 2017). Por otro lado, se han reportado proteinas relacionadas con
complejos de adhesién focal (FAK, paxilina, talina, vinculina y a-actinina) en
espermatozoides de cobayo y ratéon (Roa-Espitia et al., 2016). Por lo tanto,
sugerimos que las integrinas a5B1 y aVB3, presentes en espermatozoides
humanos, de raton y de cobayos (Fusi et al., 1996; Glander & Schaller, 1993;
Klentzeris et al., 1995; Roa-Espitia et al., 2016) en conjunto con las proteinas
del complejo de adhesion (FAK, paxilina, talina, vinculina y a-actinina), forman
complejos de adhesion focal que asocian los espermatozoides con la MTZ-
FNTi, lo que conduce a la activacién de FAK, que a su vez activa diferentes
vias de senalizacion, como la relacionada con ERK1/2, implicada en la
polimerizacion de actina y la capacitacion (Jin & Yang, 2017; Salgado-Lucio et
al., 2020). Otra de las vias de sefializacion relacionada con el mantenimiento
de la viabilidad celular, es la relacionada con PIK3/AKT, donde la activacion de
FAK promueve la activacion de dicha via, que junto con ERK1/2 promueven la
expresion y activacion de proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2, Bel-XL, NF-kB)
(Paoli et al., 2013). Proponemos que ambas vias de sefializacion podrian estar

relacionadas con la reversion del proceso de capacitacion y el mantenimiento
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de los espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi en un estado estacionario
de capacitacion, similar al de los espermatozoides no capacitados. Asimismo,
estas vias de sefalizacién estarian relacionadas con el aumento de la
viabilidad espermatica al inhibir la activacion de las caspasas 3/7 (Fig. 9Ay
9B), implicadas en la apoptosis. Sin embargo, esta hipoétesis requiere mas
estudio, especialmente para explicar por qué los espermatozoides no
experimentan una reaccion acrosomica espontanea después de varias horas
de desprendimiento de la MTZ-FNTi.

El modelo aqui propuesto, puede ser importante para el estudio de la
interaccion de los espermatozoides con proteinas de la matriz extracelular de
CEO y los cambios que experimentan los espermatozoides en su fisiologia
durante esta interaccion, ya que los espermatozoides adheridos a la MTZ-FNTi
muestran las mismas caracteristicas que los espermatozoides adheridos a las
CEO. Estos resultados en combinacién con otros estudios realizados por
nuestro grupo (Roa-Espitia et al., 2016; Salgado-Lucio et al., 2020), nos han
permitido sugerir que los espermatozoides, al igual que otras diversas células
somaticas unidas a una matriz extracelular, responden a |la
mecanotransduccion con la activacion de vias de sefalizacion que cambian el
estado fisiologico de los espermatozoides, invirtiendo el proceso de
capacitacidon y manteniendo a los espermatozoides en una condicion que
hemos denominado “estado estacionario de capacitacion” y que lleva a los
espermatozoides a no experimentar una reaccion acrosomica espontanea y
aumentar su vida. Es importante destacar que este estudio abre nuevas lineas
de investigacion sobre las vias de sefalizacion y las moléculas implicadas en
el aumento de la vida fértil de los espermatozoides adheridos a la matriz

extracelular de las células epiteliales oviductales.
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CONCLUSION

El presente proyecto de investigacion determiné que los espermatozoides de
cobayo se adhieren especificamente a un matriz de Fibronectina inmovilizada
a través de sus integrinas a5B1 y avp3, esta interaccion modifica su fisiologia,
manteniendo bajos rangos de capacitacion, que le permite a la célula
incrementar su sobrevivencia por varias horas, evitando la reaccion acrosomal

por un periodo de tiempo largo.
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PERSPECTIVAS

. Determinar si vias de senalizacion relacionadas con la sobrevivencia

(FAK, ERK1/2, PI3K/AKT) son activadas durante la capacitacion y la
adhesion espermatica a la matriz de fibronectina inmovilizada.

. Establecer si vias de sefalizacion relacionadas con la

mecanotransduccién (RHOA, CDC42 Y RAC1) que interviene en la
adhesion a la matriz de fibronectina.

. Analizar el estado de capacitacion de los espermatozoides desprendidos
de la MTZ-FNTi.

. Determinar la participacion de los complejos de adhesion focal en los
espermatozoides adheridos a MTZ-FNTi.

. Realizar ensayos de adhesién con dos o mas proteinas de la matriz
extracelular.

. Evaluar si los espermatozoides de otras especies de mamifero se
adhieren a la MTZ-FNTi.
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APENDICE | DETALLES DEL PROCEDIMIENTO

Medio TYRODE-HEPES

Soluciones | Provedor mM PM 1x (9/100 ml)
NaCl 116.7 58.44 0.68217
KCI 2.8 74.557 0.02087
CaCl2.Hz20 SigmaAldrich | 1.8 147.026 0.02646
NaH2PO4H20 0.36 137.99 0.00496
MgCl26H20 0.49 203.33 0.00996
NaHCOs 11.9 84.01 0.0997
Piruvato de SigmaAldrich | 0.25 110.04 0.00275
sodio
Acido Lactico SigmaAldrich | 20.0 90.081 0.018016
HEPES SigmaAldrich | 2.0

pH 7.6
Tomado de: Rogers & Yanagimachi, 1975 (Biol. Reprod, 13:568-575)

PBS 10X
SOLUCIONES CONCENTRACION
Cloruro de Sodio 0.14M
Fosfato de potasio monobasico 1.5mM
Fosfato de sodio dibasico pentahidratado 8.1M
Cloruro de potasio 2.7 mM
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Anticuerpos

Target Supplier = Catalog Specific use Dilution RRID
number

Integrin 3 = Abcam | Ab34409 | Immunofluorescence 1:100 AB_775738

Adhesion inhibition 1:50
Assay
(Figure 4)
Integrin 1 = SANTA | sc-8978 Immunofluorescence 1:100 AB_2130101
CRUz
Adhesion inhibition 1:50
assay
(Figure 4)
Integrin Millipore | MAB251 Immunofluorescence 1:50 AB_94626
a5p1 4
Adhesion inhibition 1:100
assay
(Figure 4)
Phospho- Cell 9411s Immunofluorescence 1:100 AB_331228
Tyrosine | Signaling (Figure 5)
Technolo
qy
Flotillin-2 SANTA | sc-28320 | Immunofluorescence 1:100 AB 627618
CRUZz (Figure 8)
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FIGURA SUPLEMENTARIA
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Figura suplementaria 1. Viabilidad y deteccion de caspasas 3/7 en los
espermatozoides de cobayo tratados con H,0.. (A) Tincién para caspasas 3/7 (FLICA),
el ndcleo (HOECH 33342) y yoduro de propidio. Panel derecho: Espermatozoides
capacitados en presencia de H,0,. Panel izquierdo: Espermatozoides en ausencia de
H,O, (B) Cuantificacién de espermatozoides que mostraron tincién para caspasas 3/7
(FLICA), nucleo (HOECH 33342) y con Yoduro de propidio
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