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Resumen	
  
La fecundación en organismos de reproducción sexual consiste en la fusión del 
espermatozoide y el ovocito, en este proceso participan diferentes transportadores y 
canales iónicos. En el caso del gameto masculino, uno de estos canales es la proteína 
SLO3, canal de K+ poco selectivo el cual se expresa exclusivamente en el tejido 
testicular. Los espermatozoides de ratones nulos para el canal SLO3 presentan un 
fenotipo complejo con múltiples fallas fisiológicas. Entre estas fallas podemos 
encontrar: una morfología aberrante en condiciones que simulan el microambiente del 
tracto genital femenino y la imposibilidad de realizar cambios en su patrón de 
movilidad, mismos que son fundamentales para que la fecundación ocurra. En el 
presente trabajo nos centramos en explorar las causas de las anormalidades 
morfológicas y motrices de los espermatozoides de ratones SLO3 -/-, encontrando como 
dato más relevante que la presencia de albúmina en el medio es el factor que induce las 
anormalidades morfológicas en los espermatozoides SLO3 -/- y que esto está 
directamente relacionado con la remoción del colesterol de la membrana plasmática.  
Por otro lado, con respecto a la movilidad de los espermatozoides, se ha propuesto que 
la actividad de SLO3 podría contribuir a la hiperpolarización de la membrana 
plasmática durante la preparación del espermatozoide para fecundar al óvulo, la cual 
podría contribuir a aumentar la fuerza impulsora que permite el aumento de Ca2+ 
requerido para cambiar el patrón de nado. En este trabajo, también observamos que es 
posible inducir de manera farmacológica transiciones en los patrones de nado de los 
espermatozoides SLO3 -/- incrementando el Ca2+ a través de su liberación desde 
reservorios internos, pero no al incrementarlo desde la región extracelular a la 
citoplasmática. Esto sugiere que la hiperpolarización mediada por el canal SLO3 es 
requerida para que el incremento de Ca2+ sea suficiente para determinar un cambio 
importante en la movilidad de los espermatozoides de ratón.  
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Summary	
  	
  
Fertilization in sexual reproduction organisms consists in the fusion of the sperm with 
the oocyte. This process requires the participation of different transporters and ionic 
channels. In the case of sperm, one of these channels is a protein called SLO3, a K+ 

channel with low selectivity, which is expressed exclusively in testicular tissue. Sperm 
from null mice for this channel have a complex phenotype with several physiological 
problems. One of these problems is the abnormal morphology, which is observed after 
recovering the sperm in a media, which simulates the conditions of the female genital 
tract. Also, the sperm from SLO3 -/- mice are unable to achieve fundamental changes in 
their motility patterns, which are required to fertilize the oocyte. In this thesis we 
explored the causes of the abnormal morphology present in SLO3 -/- sperm and we also 
explored the reasons behind the inability to achieve the transitions in their motility 
patterns. Our most important discovery was that the albumin is the component in the 
media that induces the abnormal morphology found in SLO3 -/- sperm samples, and 
that this induction is related to the removal of cholesterol from sperm membrane. In 
the case of the motility studies, we found that we can induce the transitions in the 
motility patterns using a pharmacological approach in the SLO3 -/- sperm. Addition of 
a drug that increases intracellular Ca2+ concentration by opening internal Ca2+ 
reservoirs rescues the motility transitions.  This suggests that the hyperpolarization 
mediated by SLO3 may be required to increase the Ca2+ levels that determine the 
change in the motility pattern. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	
  

	
  



	
  

	
  
	
  

6	
  

	
  

Introducción	
  
La fecundación es uno de los eventos más importante en la vida de todos los organismos de 
reproducción sexual. A escala individual, es el comienzo de la vida de un nuevo ser, a escala 
generacional, es un fenómeno que fomenta la variabilidad e influye directamente en la 
evolución de la vida en la tierra.  

Este  magnífico proceso, es la culminación de una odisea cuyo comienzo podemos rastrear 
hasta el tracto genital masculino, cuando los espermatozoides se liberan hacia el lumen de 
los túbulos seminíferos (espermiación), donde su maduración ocurre conforme se enfrentan 
a distintos cambios en el microambiente tubular. La maduración continúa al tiempo que los 
espermatozoides se transportan por contracción hacia el epidídimo caudal, donde serán 
almacenados en estado inmóvil hasta que ocurra la eyaculación (Figura 1). 

La exposición de los espermatozoides al microambiente genital femenino tras la 
eyaculación,  provoca un “despertar” en los espermatozoides, puesto que influye en su 
movilidad. Esta activación depende directamente del incremento en la [Ca2+]i y puede 
dividirse en dos tipos: (1) movilidad activada, en la cual el flagelo presenta una curvatura 
simétrica, un movimiento rápido y una amplitud pequeña. Los espermatozoides activados 
presentan una movilidad progresiva en medios de baja viscosidad, (2) la movilidad 
hiperactivada, implica un movimiento flagelar asimétrico, lento y una amplitud mayor 
(Darszon et al., 2011). Los espermatozoides hiperactivados presentan un patrón de 
movilidad errático en medios de baja viscosidad (Figura 2). Se ha propuesto que la 
movilidad hiperactivada le permite al espermatozoide desplazarse a través del oviducto en 
un ambiente sumamente viscoso, este tipo de movilidad también le permite despegarse del 
epitelio (Ho, 2001) y penetrar las capas externas del óvulo. 
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Figura 1.  Estructura del espermatozoide maduro y del testículo. (A) Se muestra un el 
esquema de un espermatozoide maduro, el cual está conformado principalmente por: una 
cabeza, en la cual se encuentra el acrosoma, y el flagelo, el cual le permite movilizarse hasta 
llegar al óvulo (Imagen modificada de Borg et al., 2010) (B) Testículo y estructuras 
asociadas por las que transitan y maduran los espermatozoides. Posterior a la espermiación 
los espermatozoides se transportan por el lumen de los tubulos hasta el epidídimo caudal, en 
donde se almacenan en estado inmóvil a una osmolaridad de aproximadamente 400 
mmol/kg  (Imagen modificada   de   Cooke   &   Saunders, 2002). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Movilidad de los espermatozoides de mamífero.  Movilidad activada 
(izquierda) e hiperactivada (derecha), se observa la forma flagelar y la dirección del 
movimiento que presentan espermatozoides en medio de baja viscosidad. Los 
espermatozoides activados avanzan con un patrón simétrico de batido flagelar, en cambio 
los hiperactivados se mantienen en un mismo lugar y no avanzan de manera progresiva 
debido al patrón asimétrico de batido flagelar (Imagen modificada de Darszon et al., 2011). 
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Como mencioné anteriormente, los espermatozoides eyaculados pueden comenzar a 
moverse en el tracto genital femenino y en condiciones que simulan este microambiente, sin 
embargo, son incapaces de fecundar al óvulo. Para adquirir esta capacidad es necesario que 
permanezcan algún tiempo en el tracto genital femenino y se capaciten. El proceso de 
capacitación implica la remoción del colesterol de la membrana plasmática del 
espermatozoide, un aumento en el pH y los niveles de Ca2+ intracelular así como en la 
permeabilidad del K+ y en los niveles de segundos mensajeros (AMPc, IP3, diacilglicerol) y 
en la fosforilación de ciertas proteínas (Visconti, 2009), (ANEXO1). La capacitación puede 
simularse in vitro en un medio rico adicionado con Ca2+, NaHCO3 y albúmina sérica bovina 
(BSA), compuesto que simula el papel de la albúmina endógena del tracto genital femenino. 
Un tercer y último proceso de suma importancia es la reacción acrosomal (RA), evento 
exocitótico que en el caso de los mamíferos consiste en la fusión de la membrana externa del 
acrosoma con la membrana plasmática del espermatozoide, exponiéndose así el sitio de 
unión al óvulo y poduciéndose una liberación de enzimas líticas que permiten al 
espermatozoide atravesar las capas externas del óvu para finalemente, fusionarse con su 
célula complementaria (Darszon, 2006). 

Paralelamente a los tres procesos morfofisiológicos descritos anteriormente (activación de 
la movilidad, capacitación y reacción acrosomal) los espermatozoides tienen que 
enfrentarse también al cambio en la osmolalidad del medio (concentración de partículas 
osmóticamente activas, disueltas en cada kilogramo de solución). En el epidídimo caudal 
ésta es de 420 mmol/kg, en contraste con la de los fluidos del tracto genital femenino (330 
mmol/kg en la vagina y 280-290 mmol/kg en el moco cervical) (Yeung et al., 2006).  
Debido a esta disminución en la osmolalidad, se activan los mecanismos de regulación del 
volumen celular, los cuales evitan la hinchazón y la pérdida de viabilidad de los gametos 
masculinos. 

La regulación del volumen se ha caracterizado temporalmente a través de experimentos de 
citometría de flujo. Se sabe que a los 10 minutos tras la exposición de los espermatozoides a 
un medio hipotónico que simula el del microambiente uterino, los espermatozoides 
incrementan su volumen. A los 60 minutos de exposición al medio hiposmolar, gracias a los 
mecanismos de regulación del volumen, los espermatozoides  recuperan su volumen original 
o incluso llegan a tener un volumen menor, a este proceso se le conoce como regulación de 
la disminución del volumen (RVD, por sus siglas en inglés). La capacidad de RVD se 
adquiere conforme los espermatozoides continúan su maduración a lo largo del epidídimo, 
siendo exclusiva de la población considerada madura, la cual se almacena en el epidídimo 
caudal. Esto se deduce a partir del hecho de que los espermatozoides del epidídimo caput y 
del corpus (regiones epididimales anteriores a la región caudal, en donde continúa el proceso 
de maduración, ver Figura 1), no pueden realizar una RVD exitosamente cuando se someten 
a condiciones hipotónicas (Humstoe et al., 2006). 

El proceso de regulación isovolumétrica, implica la incorporación de osmolitos disponibles 
en el lumen del epidídimo. Los osmolitos adquiridos en el epidídimo se pueden usar 
posteriormente en la regulación del volumen cuando los espermatozoides lleguen al tracto 
genital femenino (Barfield et al., 2005). Algunas de las proteínas que podrían estar 
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directamente involucradas en la regulación del volumen de varios tipos celulares y que 
también se han encontrado en espermatozoides son: la acuaporina 1 (AQP1, CHIP28) en 
bovino,  AQP7 y AQP8 en ratas, transportadores de glucosa (GLUT) en humano y ovejas y 
GLUT3, GLUT5 y GLUT8 en humano. En el caso de estos últimos se ha propuesto que 
además de participar en el metabolismo de la glucosa, tienen un papel secundario como 
transportadores de agua ya que esta molécula puede pasar por difusión a través del poro de 
estos transportadores (Curry et al., 1995). 

Otras proteínas que tienen una gran importancia en la regulación del volumen y que 
mecionaré con mayor énfasis más adelante, son los canales de potasio, sin embargo no se 
han realizado reportes detallados acerca del papel de estos canales en la regulación del 
volumen del espermatozoide (Humstoe et al., 2006). 

Aunque no se conocen a detalle los mecanismos que participan en la regulación del volumen 
en el espermatozoide, es interesante que los ratones con un déficit en la RVD  (Figura 3), 
presentan un fenotipo de infertilidad debido a que la hinchazón conlleva a una falla en la 
migración y por lo tanto a la incapacidad de movilizarse del útero hasta el oviducto (Yeung 
et al. 2005).  
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Figura 3. Morfología del espermatozoides ante problemas de RDV. (A) Caso extremo de 
déficit en la RDV para un ratón nulo para el receptor de la tirosina cinasa c-ros, mismo que 
presenta un esterilidad. Se observa un flagelo normal indicado (número 1) y flagelos 
anormales : angulados (número 2) y en horquilla (número 3) (Yeung et al., 2006) (B) Tras la 
eyaculación los espermatozoides pasan de un medio de 430 mmol/kg a uno de 320 mmol/kg, 
ante este cambio es necesario que se activen mecanismos de RDV, mismos que permiten 
que el espermatozoide mantenga una morfología normal en las condiciones hiposmolales del 
tracto genital femenino y pueda movilizarse hasta llegar al óvulo y fecundarlo (Imagen 
modificada de Cooper, 2011).  
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Antecedentes	
  

 
El	
  K+	
  en	
  la	
  regulación	
  del	
  volumen	
  

La concentración intracelular de K+ en el espermatozoide es alrededor de 90-120 mM (toro y 
ratón) (Babcock, 1983; Zeng et al. 1995). Dado que el K+ tiene un papel fundamental en la 
regulación del volumen en las células somáticas (Lang, 2007), se puede inferir que este ion, 
así como los canales que lo transportan, son elementos importantes en la regulación del 
volumen de los espermatozoides. Estudios en espermatozoides de: el ratón, el toro, el jabalí, 
el humano, el perro y el mono, han sustentado esta idea, pues la quinina (bloqueador de 
amplio espectro para canales de potasio) provoca que las células se hinchen cuando se 
exponen a condiciones hiposmolares. Esta hinchazón pueden revertirse utilizando un 
ionóforo (molécula soluble en lípidos la cual permite aumentar la permeabilidad de la 
membrana biológica a ciertos iones, permitiendo que se movilicen de acuerdo a su gradiente 
electroquímico) de K+ llamado valinomicina (Barfield et al., 2005).  

	
  
Canales	
  de	
  K+	
  de	
  la	
  familia	
  Slo	
  
Se sabe de cuatro genes que codifican para los canales de K+ en la familia Slo: Slo1, Slo2.1, 
Slo2.2 y Slo3. Estos genes codifican para subunidades α, las cuales forman un tetrámero. La 
forma en la que estos canales se regulan, su distribución y su estructura varían (Figura 4).	
  	
  

Los canales Slo1 son canales de K+ activados por voltaje en respuesta a un incremento de 
Ca2+

i, son de gran importancia ya que juegan un papel fundamental para regular la 
excitabilidad neuronal y muscular, y se encuentran en neuronas, músculos de los vasos 
sanguíneos, etc. (Salkoff et al., 2006).  

Los canales Slo2, son codificados por los genes slo2.1 y slo2.2, son activados por Na+ y no 
tienen el segmento transmembranal 0 (S0) ni S4. Slo2.2 se expresa en cerebro, riñón y 
testículo, Slo2.1 en los tejidos mencionados y en el corazón, músculo, pulmón e hígado 
(THE sodium-activated potassium channel is encoded by a member of the Slo gene family). 

Slo3 se diferencia de Slo1 y Slo2 puesto que es menos selectivo a K+ sobre Na+. Esta 
reducción se debe a que los canales Slo3, a diferencia de los Slo1 y Slo2, tienen una 
Fenilalanina (F) en la secuencia firma de los canales de K+ en lugar de una Tirosina (Y). 
Estos canales responden al cambio en el voltaje de la célula y también a cambios en el pHi, 
además de expresarse exclusivamente en el tejido testicular.  
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Figura 4. Canales de K+ de la familia Slo. Estructura de las subunidades α de los canals 
Slo1 (A), Slo3 (B) y Slo2 (C), cada cuatro subunidades α forman un tetrámero, el cual 
constituye al canal funcional. Los canales Slo se caracterizan por estar conformados por un 
gran segmento en el carboxilo terminal el cual contiene a los dominios citosólicos de 
regulación denominados RCK1 y RCK1 (dominios de regulación de K+ 1 y 2, 
respectivamente), o al sensor de Ca2+ en el Slo1 (A). El dominio que monitorea al Ca2+ está 
ausente en el Slo3 (B) y modificado en el Slo2 (C), donde las cargas positivas fueron 
reemplazadas por cargas negativas. El Slo2 también se distingue porque contiene un amino 
terminal intracellular y la ausencia de cargas positivas en el S4. Slo1 y Slo3 están 
constituidos por siete segmentos transmembranales, siendo uno de estos el S0. El canal Slo3 
difiere de los canals Slo1 y Slo3 en la firma de canales de potasio; los canals Slo3 presentan 
una Fenilalanina (F) que sustituye a la Tirosina (Y) presente en los otros canals Slo. Debido 
a esta diferencia los canals Slo3 son menos selectivos para K+ sobre Na+ en comparación de 
los canales Slo1 y Slo2.  
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Slo3	
  y	
  su	
  posible	
  papel	
  en	
  la	
  regulación	
  del	
  volumen	
  de	
  los	
  espermatozoides	
  
	
  
Es de suma importancia resaltar que los espermatozoides de ratones nulos para SLO3 
presentan múltiples defectos, entre los cuales se encuentran: movilidad anormal, aumento en 
el porcentaje de espermatozoides en forma de horquilla, fallas en la capacidad de llevar a 
cabo la reacción acrosomal, ausencia de la hiperpolarización asociada a la capacitación 
(Santi et al., 2010). En suma, los espermatozoides de los ratones nulos para SLO3 son 
incapaces de llevar a cabo la capacitación. Algunos de los problemas anteriores o la 
conjunción de uno o más provocan que los espermatozoides de los ratones nulos para sean 
infértiles, incluso en protocolos de fertilización in vitro. 

Una observación interesante es que el ratón nulo presenta un 60-70% de espermatozoides en 
forma de horquilla, morfología directamente relacionada a la incapacidad de llevar a cabo 
una regulación exitosa del volumen. En condiciones hiposmolales (i.e., al pasar la célula de 
un ambiente con una concentración externa de osmolitos menor a aquella en la que estaba 
suspendidaa) este fenotipo se anula al aumentar la osmolalidad del medio que rodea a los 
espermatozoides (Zeng et al. 2011). En base a la observación anterior surge la pregunta: 
¿Sería posible rescatar el fenotipo de los espermatozoides de los ratones SLO3 -/-   
relacionado a su movilidad, morfología flagelar, capacidad de reaccionar acrosomalmente e 
incluso llevar a cabo la fecundación in vitro, únicamente aumentando las osmolalidad del 
medio que los rodea? 

Si la respuesta a la pregunta planteada es que sí, lo anterior implicaría que el canal SLO3 
tiene un papel protagónico en el proceso de la regulación del volumen en los 
espermatozoides y que probablemente la incapacidad de los últimos para fecundar al óvulo, 
deriva de problemas desencadenados ante la imposibilidad de regular el volumen de forma 
eficiente. Con la finalidad de resolver la cuestión anterior planteamos la realización de los 
experimentos mencionados en la siguiente sección. 

Por otro lado también abordamos el estudio de las anormalidades motrices de los 
espermatozoides utilizando una aproximación farmacológica para comprender la relación 
entre la hiperpolarización mediada por SLO3, los cambios en la concentración intracelular 
de Ca2+ y la hiperactivación del espermatozoide. 
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Hipótesis	
  
SLO3 es necesario para la regulación del volumen y la hiperpolarización que permite la 
hiperactivación del espermatozoide de ratón.  

Objetivos	
  generales	
  
A) Investigar si el canal SLO3 participa en los proceso de RDV 

B) Investigar los orígenes de la deficiencia en el proceso de hiperactivación en ausencia de 
SLO3 y su relación con el influjo de Ca2+ de manera farmacológica 
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Metodologías	
  

Manejo	
  de	
  ratones	
  
Los ratones Slo3 -/- y Slo3 +/- utilizados en los experimentos pertenecen a una línea 
heterogénea con fondo genético de la cepa 129/Sv y C57BL/6, algunos de los ratones Slo3+/+ 

utilizados fueron machos de la cepa ICR. Parte de los experimentos fueron realizados en 
Estados Unidos utilizando ejemplares del Bioterio de la Washington University School of 
Medicine en Saint Louis Missouri, donde se encuentra la línea fundadora de los ratones Slo3 

+/-. De esta línea, la Dra. Celia Santi donó algunos ejemplares, con los cuales iniciamos una 
nueva colonia en el Instituto de Biotecnología de la UNAM. Los experimentos realizados en 
México se hicieron utilizando ejemplares  de la colonia establecida y algunos ejemplares 
ICR cuya edad varió entre los 3 y 4 meses. Todos los ratones fueron sacrificados mediante 
dislocación cervical justo antes de comenzar los experimentos. 

Evaluación	
  morfológica	
  	
  
La sección de estudios morfológicos y su relación con la osmolalidad se llevó a cabo en 
Washington University School of Medicine, bajo la tutoría de la Dr. Celia Santi. Para 
realizar estas pruebas extrajimos los epidídimos de cada ratón en medio HS no capacitante  
(en mM: 135 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgSO4, 20 HEPES, 5 Glucosa, 10 Ácido láctico, 1 
Piruvato , 5 de Glucosa, pH = 7.4, ajustado con NaOH) y HS no capacitante ajustado con 
Rafinosa (azúcar utilizada comúnmente para criopreservar espermatozoides) hasta 430 
mmol/kg (Raf430). Colocamos uno de los epidídimos en un tubo con 500 ul de medio no 
capacitante HS normal y el otro en 500 µl de medio Raf430.  Esperamos 10 minutos a que 
los espermatozoides se movilizaran al exterior del epidídimo (técnica del nado hacia arriba),  
pipeteamos suavemente la muestra tres veces para homogenizar la población de 
espermatozoides y colectamos 450 µl de cada condición en un nuevo tubo. Esperamos a que 
la muestra se asentara durante 10 minutos. Tomamos alícuotas de cada condición de 
osmolaridad evaluada en cuatro tubos con 100 µl cada uno. Agregamos a cada tubo otros 
100 µl de soluciones adicionadas con NaHCO3 50 mM y con BSA 10mg /ml, obteniendo así 
un total de ocho tratamientos: 1) HS normal, 2) Raf430 normal, 3) HSnormal + BSA 5 
mg/ml, 4) Raf430 + BSA 5 mg/ml, 5) HSnormal + NaHCO3  25mM, 6) Raf430 + NaHCO3 
25 mM, 7) HSnormal + BSA 5 mg/ml + NaHCO3  25 mM (medio completo), 8) Raf430 + 
BSA 5 mg/ml + NaHCO3  25 mM (medio completo hiperosmolal). De cada tratamiento 
analizamos muestras de 16 µl, colocándolas  en celdas Hamilton Thorne Research 2X-CEL 
de 80 µm de profundidad. Las celdas cargadas se colocaron en un microscopio Nikon 
ECLIPSE E600, y se tomaron videos de los espermatozoides para cada muestra utilizando el 
programa PM Capture Pro 6.0. Adquirimos de 15-25 videos de los ocho tratamientos en las 
dos condiciones de osmolaridad estudiadas. Posteriormente cada video se analizó utilizando 
el programa StreamPic5 Single Camara, contando de 100-200 células móviles por cada 
tratamiento y se clasificaron dependiendo de su morfología en angulados, horquillas y 
normales.  La significancia de los datos fue evaluada utilizando la prueba de Tukey. El resto 
de las pruebas morfológicas fueron realizadas en el Instituto de Biotecnología de la UNAM 
bajo la dirección de la Dra. Claudia Treviño. En estas pruebas estudiamos los efectos de 
inhibidores de canales de K+ (Clofillium 50 uM y Quinidina 100 uM), Ca2+ (Ni 1 mM), un 
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agente removedor de colesterol de la membrana plasmática (Metil-B-Ciclodextrina), y el 
efecto ante la ausencia de Ca2+ extracelular (utilizando el agente quelante EGTA) en la 
morfología de espermatozoides Slo3 -/- y Slo3 +/+. Para lograr las condiciones de Ca2+ externo 
(Ca2+

e) nm, utilizamos un medio HS con una concentración 2mM de Ca2+, obtuvimos los 
espermatozoides en este medio y previamente al conteo morfológico, diluimos la muestra 
1:5   en un medio HS con [0 Ca2+] y posteriormente agregamos la cantidad de EGTA 
necesaria quelar el Ca2+

e hasta 100 nm. El protocolo para las evaluaciones morfológicas bajo 
las condiciones estudiadas en el Instituto de Biotecnología, fue prácticamente el mismo que 
en el caso del estudio del efecto de la osmolalidad, el BSA y el NaHCO3, solo que en este 
caso los tratamientos consistieron en estudiar las nuevas condiciones (enlistadas 
anteriormente) y el microscopio que utilizamos para tomar videos de las muestras fue un 
Microscopio Zeiss Axioskop. De cada tratamiento se tomaron alícuotas de 15 µl las cuales 
fueron colocadas en un portaobjetos estándar, los videos fueron tomados en campo claro con 
una  cámara CCD Photometrics CoolSnapcf Monocromática a un aumento de 20X, 
posteriormente se cuantificaron las anormalidades morfológicas en cada caso utilizando el 
programa Image J. Contamos entre 50 y 150 espermatozoides móviles por tratamiento.  

Pruebas	
  de	
  Movilidad	
  
Los estudios de movilidad los realizamos en la Washington University School of Medicine 
con un sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) tipo IVOS (Integrated Visual 
Optical System). Los sistemas CASA son sistemas operativos prediseñados por compañías 
especializadas en el análisis de semen de múltiples especies. Estos sistemas son de mucha 
utilidad puesto que te permiten registrar la trayectoria de una población entera de 
espermatozoides registrando, para cada una de las trayectorias registradas, múltiples 
parámetros simultáneamente de manera automática (Figura 5). Este tipo de sistema detecta 
la cabeza del espermatozoide en movimiento y sigue la trayectoria de los mismos por un 
tiempo establecido, tomando registro de su localización a una frecuencia de 60 Hz. El batido 
flagelar es simulado en base a la manera en la que la cabeza se moviliza. En los 
experimentos que realizamos, comparamos poblaciones de espermatozoides obtenidas a 
partir de ratones Slo3-/- y ratones control en diversas condiciones. 
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Figura 5. Esquema de parámetros de movilidad registrados a través de CASA. Se muestra la 
trayectoria hipotética de un espermatozoide y se indican los principales parámetros registrados 
(ALH, VCL, VAP y VSL). La  Dirección Recta (STR) y Linearidad (LIN) son porcentajes obtenidos 
mediante la relación indicada a la derecha.  

 

Cada experimento realizado en CASA arroja una lista de datos con medidas cuantitativas de 
cada uno de los parámetros mencionados (Figura 5) para cada uno de los n espermatozoides 
que se desee rastrear. En nuestro caso, elegimos seguir la trayectoria de 300 espermatozoides 
por cada tratamiento (espermatozoides capacitados, no capacitados e incubados con procaína 
5mM  o timerosal 100 µM), tanto en el caso de ratones silvestres como en el caso de ratones 
Slo3 -/-. Con la finalidad de simplificar el estudio poblacional, construimos un programa en R 
para poder procesar los datos con mayor facilidad. Posteriormente le pedimos al programa 
realizar una “distribución promedio” juntando todas las trayectorias de los 300 
espermatozoides/ tratamiento / ratón, en una sola distribución, esto para cada uno de los 
parámetros principales. 

Citometría	
  de	
  flujo	
  
Se utilizó el citómetro de flujo FACSCanto II. Antes de cada experimento calibramos el 
equipo con perlas CS&T marcadas con una mezcla de fluorocromos que se excitan por los 
rayos láser del citómetro y cuya fluorescencia es detectada por el mismo, permitiendo fijar 
niveles de intensidad de fluorescencia con los cuales comparamos las muestras procesadas. 
Esta calibración tiene como finalidad maximizar la resolución y reconocer el ruido de fondo 
para descartarlo de los datos experimentales. Compensamos cada experimento con muestras 
no teñidas con fluoróforos (control negativo) y registramos 5 000 eventos de estas muestras 
utilizando el software FACSDiva. Para completar la compensación utilizamos muestras 
positivas para Yoduro de Propidio (IP), un colorante que se utiliza para evaluar viabilidad 
celular. Brevemente, la membrana en buenas condiciones de una célula viva es impermeable 
al IP en tanto una membrana de una célula dañada permitirá el paso del IP a la región 
intracelular. Las células positivas para IP las  obtuvimos incubando los espermatozoides con 
tritón X-100 al 0.1% durante 10 min a temperatura ambiente. Además de la intensidad de 
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fluorescencia, el citómetro nos brinda datos que nos permiten clasificar células en función 
de su tamaño a través de la dispersión frontal (FSC), complejidad o granularidad a través de 
la dispersión lateral (SSC). Finalmente, para medir el volumen intracelular de una forma 
distinta a la FSC, decidimos observar los cambios en la fluorescencia de Calceina-AM (Ca-
AM) en las distintas condiciones evaluadas. La lógica del sistema Ca-AM como sensor de 
volumen, puede revisarse a detalle en Alvarez-Leefmans et al. 1995, 2006 y Crowe et al. 
1995. Brevemente, los cambios en el volumen total del agua (VTA) son medidos a través de 
cambios en la intensidad de fluorescencia del colorante (F), misma que resulta de un cambio 
en su concentración intracelular. Por lo tanto, siguiendo la lógica planteada por Alvarez-
Leefmans, pensamos que si el volumen de los espermatozoides aumentaba en determinada 
condición, la fluorescencia  de Ca-AM detectada por el detector de láser del citómetro, 
disminuiría. 
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Resultados	
  

Estudios	
  de	
  la	
  morfología	
  de	
  espermatozoides	
  	
  

La	
  BSA	
  altera	
  la	
  morfología	
  de	
  los	
  espermatozoides	
  SLO3-­‐/-­‐	
  
En estudios realizados anteriormente se había observado que los espermatozoides colectados 
a partir de dos líneas de ratones SLO3-/- diferentes, presentan un 70% de espermatozoides 
anormales (en forma de horquilla o con angulación entre la pieza media y pieza principal). 
Estos fenotipos fueron observados por dos grupos de forma independiente (Santi et al., 2010 
y Zeng et al. 2011). Zeng y colaboradores, describieron haber colectado los espermatozoides 
en un medio HS no capacitante con y sin NaHCO3 obteniendo el mismo porcentaje de 
anormalidades en ambas condiciones. También reportaron que es posible rescatar este 
fenotipo morfológico ajustando la osmolalidad a 430 mmol/kg con NaCl. 

Por su parte en el trabajo de Santi y colaboradores, los espermatozoides de su línea de 
ratones SLO3-/- se colectaron únicamente en un medio HS capacitante (i.e., 20 mM NaHCO3 
+ BSA 5 mg/ml) y se asumió que las anormalidades morfológicas serían las mismas en el 
caso de colectar los espermatozoides en un medio no capacitante. Es decir que, estas 
anormalidades eran independientes a la presencia o ausencia de NaHCO3 y BSA en el medio 
en el que los espermatozoides eran recuperados.  

A diferencia de lo observado en los experimentos de Zeng et al. 2011,  nosotros encontramos 
un porcentaje de 95  %± 2  (n=3)  de espermatozoides normales en ratones SLO3-/-  (Figura 
6) tras realizar el nado hacia arriba utilizando el medio HS no capacitante. Por lo anterior, 
pensamos que posiblemente esta angulación fue inducida por algún componente presente en 
el medio HS capacitante. Con la intención de encontrar el componente del medio HS 
capacitante que inducia la formación de horquillas en los ratones SLO3-/- realizamos 
experimentos adicionando independientemente BSA y NaHCO3. Identificamos al BSA como 
el agente inductor de la anormalidad morfológica en los espermatozoides del ratón SLO3-/-, 
provocando un incremento de hasta 89% (Figuras 6 y 7) en el porcentaje de espermatozoides 
con angulaciones u horquillas flagelares tras su adición. También en contraste al rescate 
dependiente de la osmolalidad mencionado por Zeng et al., el ajuste que realizamos 
utilizando como osmolito a la Rafinosa en lugar del NaCl  hasta llegar a  430 mmol/kg, no 
rescató de manera significativa la morfología de los espermatozoides.   
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 Figura 6. Porcentaje de espermatozoides anormales del raton SLO3-/- tras exponerlos a la BSA 
y NaHCO3. (A)Observamos un aumento significativo en el porcentaje de espermatozoides angulados 
y en horquillas tras la adición de la BSA tanto en el medio Hsnormal (330mmol/kg) como el ajustado 
con rafinosa (430 mmol/kg). (B) Fotografía en contraste de fases que muestra un espermatozoide en 
forma de horquilla. Las barras de las gráficas en A indican el error estándar, se realizó un ANOVA y 
una Dunnett’s Post-test para identificar las diferencias significativas entre los tratamientos, *= 
p>0.05, **= p>0.01(N=3 ratones, n=50-100 espermatozoides/ratón). 
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La	
  Metil-­‐β-­‐Ciclodextrina	
  (M-­‐β-­‐CD)	
  altera	
  la	
  morfología	
  de	
  los	
  espermatozoides	
  SLO3-­‐/-­‐	
  

	
  

Con la finalidad de explorar la posibilidad de que las anomalías morfológicas de los 
espermatozoides de ratones SLO3-/- tuvieran una relación con la remoción del colesterol de 
la membrana plasmática realizamos pruebas utilizando Metil-B-Ciclodextrina (M-β-CD) 
0.75 mM, compuesto que ha sido previamente utilizado para conocer el papel de la 
remoción del colesterol de la membrana en la fisiología del espermatozoide (Young-Ho Choi 
et al., 1998) ya que se sabe que funciona como un aceptor de colesterol. La M-β-CD indujo 
la formación de horquillas al mismo nivel que la BSA (Figura 7), provocando anormalid 
ades morfológicas hasta en un 87% de la población de espermatozoides SLO3-/- en 
comparación con un 37% en el caso de los espermatozoides SLO3+/+. Ya que tanto la BSA 
como la M-β-CD son agentes que remueven el colesterol de la membrana, podemos inferir 
que en el caso del ratón mutante SLO3-/- , la ausencia del canal SLO3 sensibiliza a la célula 
ante la remoción del colesterol, lo cual se ve reflejado en los cambios de la morfología 
flagelar, mismos que suelen estar relacionados con la incapacidad de llevar a cabo 
exitosamente el proceso de RDV. 

Paralelamente, decidimos evaluar la posibilidad de que el BSA estuviese afectando la 
regulación del volumen en ausencia de SLO3, a través de la interacción con canales de Ca2+ 
(Mc. Carty and Nail, 1992; Xia and Ren,  2009) por lo que estudiamos la morfología de 
espermatozoides SLO3-/- en dos condiciones: 1) a concentraciones extracelulares de 100 nm 
de Ca2+, esto utilizamos el agente quelante EGTA y 2) utilizando Ni 1 mM, pues se ha 
reportado que este metal es capaz de bloquear canales de Ca2+ (Obejero-Paz et al., 2008; 
Hobai et al., 2000). Tras la adición de EGTA (Ver Metodologias) o Ni,  incubamos los 
espermatozoides con BSA durante 5 minutos y cuantificamos su morfología bajo estas 
condiciones. En ausencia de Ca2+ externo, las anomalías morfológicas de los 
espermatozoides SLO3-/- y SLO3+/+ no aumentaron ni se acentuaron en presencia de los 
removedores de colesterol (Figura 7), en cambio en presencia de Ni, se indujo la formación 
de horquilla en los espermatozoides SLO3-/- hasta en un 40%. Esto indica que los 
mecanismos de regulación del volumen que se ven afectados en los espermatozoides, en 
ausencia del canal SLO3 y presencia de removedores de colesterol, son independientes del 
Ca2+ externo. 
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Figura 7. En ausencia de SLO3, la remoción del colesterol induce la formación de 
horquillas a través de un proceso independiente del Ca2+. Las gráficas muestran el 
porcentaje de espermatozoides en horquilla en distintos tratamientos estudiados. (A) 
Experimentos realizados con ratones SLO3-/-, y (B) SLO3+/+.  (A) En el caso de ratones 
SLO3-/- ocurrió un incremento significativo en el porcentaje de horquillas de 
espermatozoides incubados con los removedores de colesterol M-β-CD y BSA, también se 
observa un incremento significativo del porcentaje de horquillas al utilizar Ni como 
bloqueador de canales de Ca2+, fenómeno que no ocurre en el caso del ratón SLO3+/+. (B) En 
el caso de ratones Slo3+/+ las horquillas incrementan significativamente, únicamente tras la 
adición de M-β-CD. Las barras de las gráficas indican el error estándar, se realizó un 
ANOVA y una Dunnett’s Post-test para identificar las diferencias significativas entre los 
tratamientos, *= p>0.05, **= p>0.01, ***= p< 0.001(N=3 ratones, n=50-100 
espermatozoides/ratón). 
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La	
  incubación	
  con	
  clofillium	
  50	
  µM	
  y	
  quinidina	
  100	
  µM	
  sensibiliza	
  o	
  mimetiza	
  la	
  sensibilidad	
  a	
  los	
  
espermatozoides	
  Slo3+/-­‐	
  al	
  BSA,	
  promoviendo	
  la	
  formación	
  de	
  angulación	
  flagelar	
  y	
  horquillas	
  
Se ha reportado que clofillium bloquea los canales SLO3 a concentraciones micromolares 
(Zeng et al., 2011) al igual que la quinidina (Tang et al., 2010). Conociendo lo anterior 
decidimos verificar si era posible simular el fenotipo de las anomalías morfológicas 
flagelares, observado en el ratón SLO3-/-, ahora utilizando ratones SLO3+/- y bloqueando el 
canal de manera farmacológica. Utilizamos ratones SLO3+/- puesto que son el genotipo más 
frecuentemente producido en la colonia y en el momento en el que realizamos los 
experimentos había un excedente que decidimos aprovechar dado el hecho de que los 
espermatozoides SLO3+/-, presentan un fenotipo idéntico al de los ratones SLO3+/+ en todos 
los aspectos reportados hasta el momento.  

Tras una incubación de 15-20 minutos con clofillium 50 µM y quinidina 100 µM 
adicionamos o no la BSA 5 mg/ml y tomamos videos para contemplar la morfología de los 
espermatozoides, sólo consideramos aquellos espermatozoides que presentaban movilidad 
en el conteo mencionado en este estudio. La incubación farmacológica con los 
bloqueadores, aunada a la adición de BSA y la incubación con el mismo durante 10-20 
minutos, incrementó de forma significativa a 48% en el caso de la Quinidina (Figura 8 y 9). 
Tomando la premisa de que las concentraciones de bloqueadores o inhibidores que 
decidimos utilizar son específicas para detener la actividad del canal SLO3, es posible decir 
que tras la incubación que realizamos con Clofillium y Quinidina, pudimos simular 
parcialmente el fenotipo morfológico de espermatozoides SLO3-/-  tras la adición de la BSA 
5 mg/ml. Lo anterior sugiere que SLO3 podría ser importante in vivo para evitar anomalías 
flagelares provocadas por los análogos del BSA endógenos al tracto genital femenino o la 
misma albúmina presente en éste, estas anomalías pueden deberse a un déficit en la 
regulación del volumen cuando SLO3 no está activo.  
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Figura 8. Anormalidades morfológicas inducidas por el BSA en espermatozoides SLO3 
+/- incubados con bloqueadores de SLO3.  Porcentaje de espermatozoides anormales en 
presencia y ausencia de los bloqueadores Clofilium, Quinidina y la adición subsecuente de 
BSA. Ocurrió un incremento significativo en las anormalidades morfológicas de 
espermatozoides incubados con los bloqueadores mencionados tras la exposición a BSA 5 
mg/ml. Las barras de las gráficas indican el error estándar, se realizó un ANOVA y una 
Bonferroni Post-test para identificar las diferencias significativas entre los tratamientos, *= 
p>0.05, **= p>0.01, ***= p< 0.001(N=3 ratones, n=50-100 espermatozoides/ratón). 
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Figura 9. El BSA afectó la morfología de los espermatozoides SLO3+/- tras la 
incubación por 15-20 minutos con clofillium y quinidina. Fotografías en contraste de 
fases de espermatozoides Slo3 -/+ tras la incubación con clofillium (A) y quinidina (B), 
prácticamente no hay horquillas presentes.Tras la adición de BSA a los espermatozoides 
incubados con estos fármacos, el número de horquillas incrementó drásticamente (Imagen 
inferior). (N=3 ratones, n=50-100 espermatozoides/ratón/tratamiento). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
  

	
  
	
  

29	
  

	
  

Estudios	
  utilizando	
  citometría	
  de	
  flujo	
  

Curva	
  de	
  titulación	
  para	
  Ca-­‐AM	
  
 
Como mencioné anteriormente (Ver Metodologías: Citometría de Flujo), el citómetro de 
flujo nos permite cuantificar: el tamaño de las células estudiadas a través del FSC, su 
complejidad y granularidad, a través del SSC y el cambio en la fluorescencia de colorantes y 
fluoróforos aplicados, todo esto a través de los sistemas de láseres y detectores incluidos en 
el aparato.  

Para explorar mediante otra técnica el hecho de que los espermatozoides SLO3-/-  presentan 
anomalías morfológicas cuando son expuestos a BSA (Figura 5) y constatar que éstas se 
relacionan con cambios de volumen detectables: decidimos verificar si este cambio podía 
verificarse utilizando citometría de flujo. Aplicamos el fluoróforo Calceína-AM (Ca-AM) 
para intentar detectar cambios pequeños en el volumen de los espermatozoides (Para detalles 
de la lógica subyacente a esta detección, Ver Metodologías: Citometría de Flujo).  

La concentración de Ca-AM que elegimos utilizar fue 250 nM, pues ésta fue suficiente para 
marcar un 98% de la población, indicado por el parámetro % Max (Figura 10). De las 
células positivas para Ca-AM sólo consideramos aquellas negativas para Ioduro de Propidio 
(IP), población que puede observarse en el cuadrante inferior derecho de la Figura 10. Este 
cuadrante indica las células negativas para el IP y positivas para Ca-AM, el cual en este 
experimento representativo equivale a un 64% de la población. También realizamos una 
curva de titulación utilizando las mismas concentraciones de Ca-AM en presencia de 
rafinosa, pues deseábamos verificar si el ajuste de la osmolalidad a 430 mmol/kg utilizando 
este galactosacárido podía rescatar el cambio morfológico de los espermatozoides SLO3-/-  

en presencia de BSA. Sin embargo, la rafinosa resultó interferir con la fluorescencia de las 
células cargadas con Ca-AM (Figura 12) así como con la del IP (datos no mostrados) 
utilizado para detectar células muertas. Además, la población de espermatozoides en 
presencia de rafinosa tuvo alteraciones tanto en su complejidad celular como en su volumen 
(Figura 12), algo que indican los cambios en SSC y en FSC, por lo que fue imposible 
comparar las poblaciones en medio hiperosmolar e hiposmolar. En conclusión, la rafinosa 
no es una molécula adecuada para ajustar la osmolalidad y evaluar su efecto en los 
espermatozoides en el caso de protocolos para citometría de flujo, puesto que su presencia 
afecta tanto el cargado de las células con IP y Ca-AM  como la detección de la población de 
espermatozoides a través del FSC y SSC.  
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Figura 10. Curva de titulación para Ca-AM. Utilizamos diferentes concentraciones del 
fluoróforo (1 uM, 750 nM, 500 nM, 250 nM, 100 nM, 50 nM y 25 nM) (A).  Poblaciones de 
espermatozoides marcados con las distintas concentraciones de Ca-AM, la población 
marcada con 250 nM está representada con puntos rojos (B). Decidimos utilizar 250 nM 
pues fue la concentración suficiente para marcar cerca del 98% de la población (A). En la 
gráfica de cuadrantes se representa la fracción de células negativas para Ca-AM y para IP 
(0.74), la positivas para Ca-AM y negativas para IP (63.9), misma que representa a las 
células vivas, y las positivas para Ca-AM y positivas para IP (35.3), fracción que indica las 
células muertas.	
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Figura 11. Curva de titulación utilizando Ca-AM en presencia de rafinosa. Utilizamos 
diferentes concentraciones del fluoróforo (1 uM, 750 nM, 500 nM, 250 nM, 100 nM, 50 nM 
y 25 nM) (A). La presencia de rafinosa afecta el cargado de las células con el fluoróforo, por 
lo cual no es posible detectar la fluorescencia de Ca-AM en las poblaciones de 
espermatozoides cargados. En A se indica que tras la incubación 250 nM con Ca-AM tan 
solo el 10.9% de la población es positiva paraeste fluoróforo, en B observamos que tanto 
para Ca-AM como para IP el marcaje de los espermatozoides en el medio de rafinosa es 
prácticamente nulo, habiendo tan solo una fracción de 8.19 positiva para Ca-AM y una de 
1.54 positiva para IP y Ca-AM en tanto 90.3 es negativa para ambos compuestos.  
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Figura 12. La presencia de rafinosa afecta la complejidad y el volumen de la población 
celular. Observamos un cambio drástico en la complejidad y tamaño de la población de 
células suspendidas en el medio ajustado con rafinosa (población Azul) con respecto a la 
población suspendida en medio HS normal (población Roja). 
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Los	
  cambios	
  morfológicos	
  inducidos	
  por	
  el	
  bloqueo	
  con	
  Clofillium	
  50	
  µM	
  y	
  Quinidina	
  100µM	
  y	
  la	
  
posterior	
  adición	
  de	
  BSA	
  no	
  son	
  detectados	
  a	
  través	
  de	
  la	
  citometría	
  de	
  flujo	
  
 

En los estudios de morfología realizados, verificamos que el BSA induce anomalías en los 
espermatozoides de ratones SLO3 -/-, también observamos que al incubar espermatozoides 
SLO3 +/- con bloqueadores del Canal Slo3 y adicionar BSA posteriormente, se inducía la 
formación de horquillas y angulaciones flagelares (Figura 6). Es decir, es posible simular 
parcialmente el fenotipo del ratón SLO-/- en espermatozoides que presentan el canal SLO3, 
cuando su actividad se bloquea farmacológicamente. Existe información que relaciona el 
tipo de anormalidades flagelares observado, con un déficit en la regulación del volumen, 
puesto que un defecto en ésta resulta en la hinchazón celular y el colapso del flagelo (Yeung 
et al. 2006). Por lo anterior, decidimos explorar la posibilidad de detectar un cambio en el 
volumen citoplasmático en espermatozoides de ratones SLO3 -/- tras la adición de BSA y en 
espermatozoides de ratones SLO3 +/- incubados con diferentes bloqueadores de SLO3 y la 
posterior adición de BSA.  

En el caso de espermatozoides provenientes de ratones SLO3 +/- y SLO3 +/+ no hubo cambio 
aparente en el patrón de FSC, SSC ni en la fluorescencia de Ca-AM al agregar BSA tras la 
incubación con los bloqueadores: Clofillium 50 µM y Quinidina 100 µM (Figura 13). En el 
caso de los espermatozoides SLO3-/-  tras la adición del BSA, tampoco pudimos detectar 
cambios en el volumen puesto que no hubo aumento en el FSC o una reducción en la 
fluorescencia de Ca-AM (Figura 14).   

Esta imposibilidad de detectar cambios en el volumen se debe, posiblemente, a que los 
cambios experimentados en espermatozoides incubados con los bloqueadores, en presencia 
de BSA, son muy pequeños en la cabeza del espermatozoide y el efecto principal de la falta 
de la regulación del volumen se ve reflejado en el torcimiento del flagelo, cuyos cambios en 
el volumen podrían ser imposibles de detectar para el citómetro de flujo.  
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Figura 13. El bloqueo con clofillium, quinidina y la posterior adición de BSA no afecta 
la dispersión lateral del láser (FSC) ni la fluorescencia de Ca-AM de la población de 
espermatozoides SLO3+/-.  (A) Histograma de FSC para espermatozoides SLO3 +/-, hay un 
ligero h corrimiento de la población hacia la derecha tras la incubación con bloqueadores de 
Slo3 por 50 min y la posterior adición de BSA; sin embargo, este aparente incremento en 
FSC no es significativo, por lo que no podemos decir que el volumen aumenta de manera 
significativa tras los tratamientos descritos. (B) Picos de fluorescencia detectados en la 
población de espermatozoides cargados con 250 nM de Ca-AM, no se observó un cambio 
significativo en la fluorescencia tras los tratamientos realizados. 
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Figura 14. La adición de BSA a espermatozoides SLO3 -/- no afecta al FSC ni la 
fluorescencia de Ca-AM de forma significativa. (A)Población de espermatozoides SLO3 -

/- antes (rojo) y después (azul) de la incubación con BSA, no se observa un desplazamiento 
de la población detectada a través de citometría de flujo. (B) Histograma de FSC, no se 
observa un desplazamiento significativo del pico poblacional de los espermatozoides SLO3 -
/- tras la adición de BSA por lo que no podemos afirmar que la adición de este compuesto 
esté aumentando el volumen de la población de células estudiadas. (C) Pico de fluorescencia 
para Ca-AM, en este caso tampoco observamos un cambio significativo tras la adición de 
BSA. (D) Medias poblacionales para FSC y FIT-C, no hay cambios significativos en la 
población de espermatozoides estudiados tras la adición de BSA en el caso de ninguno de 
estos parámetros.  
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Cambios	
  de	
  volumen	
  detectados	
  a	
  través	
  del	
  bloqueo	
  del	
  canal	
  CFTR	
  
	
  
En los experimentos expuestos anteriormente no pudimos detectar cambios en el volumen 
tras la adición de BSA a los espermatozoides SLO3 -/- y a los espermatozoides SLO3 +/+ 
incubados con bloqueadores de SLO3, esto nos hizo considerar la posibilidad de que 
existiese una falla en el citómetro de flujo disponible, o en algún paso del protocolo 
experimental o de análisis de datos, misma que impedía que detectáramos cambios de 
volumen en las poblaciones de espermatozoides utilizadas. Para descartar posibles errores 
experimentales para detectar los cambios de volumen en nuestros procedimientos, decidimos 
replicar un experimento ya documentado en el cual se pudieran detectar cambios de 
volumen y paralelamente probar una condición hiposmótica extrema la cual esperábamos, 
indujera hinchazón en los espermatozoides (N.L. Simmons, 1983; L Drevius et al. 1966; Qui 
Chen, 2010), esto para verificar que un cambio drástico de volumen pudiera ser detectado 
por el citómetro. El experimento que decidimos replicar fue uno descrito en un artículo 
recientemente publicado el cual explora algunas propiedades del canal llamado Regulador 
de Conductancia Transmembranal  de la Fibrosis Cística (CFTR, por sus siglas en inglés). El 
canal CFTR transporta iones Cl- , lo cual permite controlar el transporte de agua en los 
tejidos. Además del trabajo anterior, la proteína CFTR regula la función de otros canales, 
como los transportadores de Na+. En el espermatozoide se ha propuesto que CFTR está 
presente puesto que hay evidencias obtenidas a través de farmacología, de 
inmunocitoquímica   y de electrofisiología, y parece tener un rol importante en la 
capacitación del espermatozoide (Figueiras-Fierro D et al., 2013). Además, estudios 
realizados previamente utilizando el bloqueador de CFTR, CFTRinh-172, demostraron que 
existía un cambio en el volumen y en la complejidad celular de espermatozoides expuestos a 
este fármaco durante la capacitación (Figueiras-Fierro D et al., 2013). Sin embargo en los 
experimentos que repliqué utilizando el protocolo de este grupo no pude detectar un cambio 
evidente de volumen tras el tratamiento descrito. Las réplicas experimentales se realizaron 
siguiendo la descripción metodológica del artículo a excepción de que la suspensión de 
espermatozoides no fue filtrada a través del filtro mencionado (Red de nylon de 100-um -
Small Parts, Inc. Miami Lakes. FL, USA-). A pesar de que no detectamos cambios del 
volumen tras la inhibición de CFTR, observamos que la población de espermatozoides 
capacitados, en presencia y ausencia del inhibidor, cambia ligeramente su volumen en 
contraste con la población no capacitada, aumentando un 6% la población cercana a los 250 
K (Figura 12). En el eje x, K representa a la unidad que indica la intensidad en la luz 
dispersada siendo 0 el menor nivel y 250 K el más brillante, esta medida está directamente 
relacionado con el tamaño de las partículas, la observación anterior nos permitió certificar 
que era posible detectar cambios de volumen utilizando el protocolo de citometría utilizado 
previamente para los estudios morfológicos en presencia de BSA.  

Se ha visto que en ciertos medios hipo-osmóticos, distintos tipos celulares tienden a 
aumentar su volumen, incluyendo los espermatozoides (N.L. Simmons, 1983; L Drevius et 
al. 1966; Qui Chen, 2010). Con la finalidad de verificar si era posible detectar un cambio en 
el volumen de los espermatozoides utilizando los parámetros de estandarización que 
utilizamos previamente en los experimentos, diluimos el medio en el cual se encontraban. 
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Contrariamente a lo esperado ante este tratamiento, logramos apreciar un decremento de 
volumen cuando los espermatozoides fueron resuspendidos en agua destilada en una 
proporción 1:1. El trazo representativo de la Figura 12 muestra como las poblaciones de 
espermatozoides capacitados, no capacitados y capacitados en presencia y ausencia del 
bloqueador de CFTRinh-172 40 µM tras la adición de agua destilada,  tienen un decremento 
del volumen, corriéndose hasta el 64%  de la población hacia un tamaño de 150 K, lo cual 
indica que la intensidad de la luz dispersada por las células suspendidas en la muestra 
después del tratamiento disminuye, por lo que podemos inferir que su tamaño reduce o que 
la superficie de dispersión de la luz disminuye posiblemente a un colapso en la membrana de 
los espermatozoides diluidos.  
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Figura 15.  La inhibición utilizando CFTRinh-172 durante la capacitación no produjo 
decremento significativo de volumen detectado a través del FSC.  Trazo representativo de las 
medidas de FSC obtenidas a través de la citometría de flujo. Hay un incremento significativo en el 
volumen de la población de espermatozoides tras ser capacitada. Al diluir las muestras de 
espermatozoides 1:1 en agua destilada se observa un decremento en el FSC lo cual implica un 
decremento en el volumen de la población de espermatozoides indicado por el corrimiento de los 
picos poblacionales trazados en morado, turquesa y naranja hacia los 100K. (n=3) 
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Estudios	
  de	
  motilidad	
  utilizando	
  el	
  sistema	
  CASA	
  

El	
  ajuste	
  a	
  una	
  osmolalidad	
  de	
  430	
  mmol/kg	
  afecta	
  la	
  movilidad	
  de	
  los	
  espermatozoides	
  	
  
	
  

En el presente proyecto se planteó la posibilidad de rescatar el patrón de movilidad de los 
espermatozoides de ratones Slo3-/- ajustando la osmolaridad del medio circundante. Sin 
embargo tanto en el caso del NaCl como en el caso de la Rafinosa, este ajuste anula la  
movilidad progresiva de los espermatozoides, provocando inmovilidad en los mismos 
(Figura 16). Por lo anterior,  se cancelaron los estudios utilizando el sistema CASA en 
condiciones de alta osmolalidad. 
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Figura 16. El ajuste con NaCl a 430 mmol/kg afecta la movilidad de los espermatozoides de 
ratones silvestres y mutantes. Las secuencias de imágenes (A y C) muestran los movimientos de un 
espermatozoide del ratón silvestre en medio control (A y B) y otro en uno ajustado con NaCl a 430 
mmol/kg (C y D). Esta condición afecta tanto al desplazamiento de la cabeza, como el batido 
flagelar. Lo anterior se aprecia en las trayectorias esquematizadas (B y D). Los videos para evaluar la 
movilidad se tomaron a 60Hz (120 cuadros/s), las secuencias muestran imágenes tomadas cada 11 
cuadros (A y C). La posición de la cabeza de los espermatozoides se marcó cada 5 cuadros (círculos 
azul oscuro), las marcas fueron unidas indicando la trayectoria final (línea azul claro) (B y D).  

 

La	
  hiperpolarización	
  causada	
  por	
  SLO3	
  favorece	
  el	
  gradiente	
  electroquímico	
  del	
  Ca2+	
  y	
  esto	
  es	
  
determinante	
  en	
  la	
  transición	
  de	
  la	
  motilidad	
  activada	
  a	
  hiperactivada	
  en	
  los	
  espermatozoides	
  
De forma paralela a los estudios morfológicos, colaboramos en estudios relacionados a la 
movilidad de los espermatozoides de ratones SLO3 -/- utilizando el sistema CASA. Higgins 
et al. (datos no publicados) habían obtenido datos que sugerían que a diferencia de 
espermatozoides provenientes de ratones silvestres, no hay subpoblaciones de los 
espermatozoides de ratones SLO3-/-  que lleven a cabo la hiperactivación asociada con la 
capacitación. Se considera un espermatozoide hiperactivado aquel que presenta los 
siguientes valores en los parámetros que describen su trayectoria: VCL ≤180 um/s, ALH ≤ 
9.5, LIN≥30 (Bray et al., 2005). Además de esta definición, un espermatozoide 
hiperactivado presenta una trayectoria caracterizada por una disminución en su STR así 
como en su VSL.  

Además de la falla en el proceso de hiperactivación, en ausencia del canal SLO3, tras el 
proceso de capacitación, tampoco ocurre la hiperpolarización de la membrana plasmática. 
Considerando la ausencia de hiperpolarización y el hecho de que la hiperactivación depende 
de la concentración intracelular de Ca2+, pensamos en la posibilidad de que en ausencia de 
SLO3 la hiperpolarización de la membrana plasmática no ocurre y esto evita el 
gradiente electroquímico y por lo tanto la entrade de Ca2+ a través del canal de 
CatSper, un canal de Ca2+ con papel protagónico en la fisiología del espermatozoide. 
Decidimos evaluar la hipótesis anterior a través de un método farmacológico: utilizamos 
procaína y timerosal para aumentar la concentración de Ca2+ intracelular de dos formas 
distintas. Brevemente, la procaína 5mM  permite que aumente el Ca2+ desde el exterior de la 
membrana plasmática en tanto el timerosal 100 µM lo hace a través de la liberación de este 
ion desde reservorios internos. A pesar de que en los estudios de movilidad que hicimos no 
pudimos detectar cambios significativos en la población de espermatozoides Slo3-/-  con 
respecto a los silvestres en cuanto a VCL y ALH, sí existieron cambios en VSL y STR, 
medidas que también varían cuando el nado es hiperactivado.  

Analizamos los datos utilizando distribuciones las cuales representamos en gráficas de violín 
puesto que en un mismo individuo existen subpoblaciones de espermatozoides que podrían 
responder diferencialmente a un mismo tratamiento, representar una distribución en una 
gráfica de violín te permite identificar a estas subpoblaciones y estudiar con mayor detalle 
las respuesta a determinado tratamiento. A pesar de haber realizado el análisis de esta forma, 
no encontramos subpoblaciones bien definidas que respondieran diferencialmente ante los 
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tratamientos, esto se puede observar en los parámetros representados en las gráficas de la 
Figura 17.   

Las distribuciones poblacionales que se muestran en la Figura 17 indican que a diferencia de 
los espermatozoides SLO3+/+, los espermatozoides SLO3 -/- no responden al incremento de 
Ca2+ intracelular causado por la procaína, pero sí lo hacen cuando utilizamos timerosal. 
Revisando a detalle cada uno de los parámetros, encontramos cambios significativos en el 
caso de dos parámetros:  LIN y STR.  

En el caso de STR, tras el tratamiento con procaína, los espermatozoides SLO3+/+ presentan 
un decremento significativo de la media poblacional de STR de 64% ± 3.1  a 48% ± 5.2 , en 
contraste, la población de espermatozoides SLO3-/- no presentan este cambio. 
Remarcablemente, tras la adición de timerosal, tanto los espermatozoides SLO3+/+ como los 
SLO3-/- respondieron de forma significativa, reduciéndose las medias poblacionales de 64% 
± 3.1 a 29% ± 1.9, en el caso de espermatozoides silvestres y de 62% ± 1.5 a 43% ± 3.8 en 
el caso de los nulos.  Podemos ver un comportamiento similar en los espermatozoides en el 
caso de LIN, parámetro que tras la adición de procaína cambia significativamente de 32% ± 
1.7 a 25% ± 2.7 en el caso de espermatozoides silvestres en contraste con el caso de los 
espermatozoides nulos para SLO3, en donde se reduce de 33% ± 1.2  a 37% ± 1.5.  En 
cambio, tras la adición de timerosal, los espermatozoides nulos responden 
significativamente al igual que los silvestres, cambiando la media poblacional de LIN de 
32% ± 1.7  a 16% ± 1 en el caso de SLO3+/+ y de 33% ± 1.2   a 21% ± 2 en el caso de SLO3-

/- .              

Finalmente, para el caso de VSL el timerosal pero no la procaína provoca un cambio 
significativo en la media poblacional tanto en espermatozoides SLO3 -/- como en SLO3 +/+, 
tras la adición del timerosal hubo una disminución significativa de VSL, pasando la media 
de 59 µm/s ± 7.5 a 38 µm/s ± 2.4  en el caso de Slo3+/+ y de 57 µm/s ± 4.3 a 26 µm/s ± 5.5 
en el caso de SLO3 -/-. 
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Figura 17. Gráficas de violín de parámetros CASA tras la adición de procaína y timerosal. El 
punto blanco central de cada gráfica corresponde a la media de la población de espermatozoides 
sometida al tratamiento (Control, Procaína y Timerosal). Tras la adición de procaína la media 
poblacional de ratones silvestres disminuyó en el caso de LIN Y STR, esto no ocurrió en el ratón 
mutante. Sin embargo al agregar timerosal se observa una disminución significativa en la media 
poblacional tanto de los espermatozoides pertenecientes a ratones silvestres como a los nulos.  
(n=10) 
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Discusión	
  

Anormalidades	
  mofológicas	
  en	
  ausencia	
  de	
  SLO3	
  
	
  
El hallazgo más importante de los experimentos realizados en esta tesis fue el hecho de que 
la BSA es el agente que induce las anormalidades morfológicas en los espermatozoides del 
ratón SLO3-/-, no el choque hipo-osmótico que ocurre al pasar del epidídimo caudal al medio 
HS capacitante, como se pensaba al plantear el proyecto en el inicio. Esto implica que la 
regulación del volumen ocurre correctamente en los primeros minutos en los que los 
espermatozoides SLO3-/- se enfrentan al cambio en la osmolalidad del medio, sin embargo, 
en presencia de la BSA los mecanismos de RDV parecen presentar una falla debido a la 
ausencia de SLO3 y esto se ve reflejado en las anormalidades morfológicas que prevalecen 
en los flagelos de los espermatozoides mutantes. 

Podemos concluir que el canal SLO3 es un componente auxiliar que cobra protagonismo en 
la regulación del volumen, tras la interacción de la BSA, u otro aceptor del colesterol, con el 
espermatozoide. Es decir, su presencia y activación en relación a la regulación del volumen, 
son importantes para prevenir la deformación flagelar en el momento que a la BSA o a un 
componente de función análoga como la M-β-CD, interactúa con la membrana plasmática de 
la célula, pero no antes. 

Una manera de relacionar a la BSA, el SLO3 y el proceso de la RDV sería a través del PIP2. 
Se ha reportado que existe una relación inversa entre la cantidad de colesterol presente en la 
membrana plasmática y el PIP2 no hidrolizado el cual adquiere una función enlazadora con 
el citoesqueleto celular (Zhongkui et al., 2012). Ya que el PIP2 modula a SLO3 evitando su 
inactivación (Qiong-Yao Tang et al., 2010) se puede hipotetizar que al ser removido el 
colesterol de la membrana plasmática gracias a la BSA, aumenta la disponibilidad de PIP2  
anclado en la membrane citoplasmática del espermatozoide y al interactuar el componente 
anterior con el canal SLO3, esto permitiría que el canal se mantenga activo, lo cual a su vez 
desencadenaría la activación de mecanismos de RDV río abajo, evitando de esta forma que 
la célula se hinche (Figura 18). Sin embargo, en ausencia de SLO3, los mecanismos río 
abajo no son capaces de activarse y por lo tanto, tampoco los mecanismos de RDV y en 
consecuencia las anormalidades flagelares se vuelven inminentes. 

A pesar de lo expuesto anteriormente, los experimentos realizados en este trabajo no son 
suficientes para esclarecer los mecanismos moleculares por medio de los cuales la BSA 
promueve la formación de horquillas en los espermatozoides de ratones nulos. Los 
experimentos realizados con M-β-CD nos permiten suponer que la remoción del colesterol 
de la membrana plasmática de los espermatozoides en ausencia del canal SLO3 hacen que 
estas células sean especialmente sensibles a deformaciones flagelares una vez inmersas en 
un medio de 330 mmol/kg, pero se requiere realizar otro tipo de pruebas experimentales para 
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constatar la validez de estos resultados y verificar si el colesterol es uno de los principales 
factores involucrados, y si el PIP2 está participando de la forma indicada.  

Cabe mencionar que los experimentos realizados son simulaciones in vitro de condiciones 
análogas al tracto genital femenino, por lo que sería de suma importancia realizar pruebas de 
recuperación in vivo de espermatozoides de los ratones SLO3-/- con la finalidad de observar 
si el porcentaje de horquillas y angulaciones flagelares es el mismo al ser expuestas las 
células al microambiente del tracto genital femenino, esto para certificar que lo observado en 
el tubo es un fenómeno extrapolable a la realidad y  no un artefacto experimental irreplicable 
in vivo.  

 

Figura 18. Modelo de RDV desencadenado por la activación de SLO3. La BSA remueve el 
colesterol de la membrana plasmática aumentando la disponibilidad relativa de PIP2, mensajero que 
permite que SLO3 se mantenga activo, desencadenando esto la activación de otras entidades 
moleculares que permiten que el mecanismo RDV ocurra correctamente en los ratones silvestres, de 
tal forma que los flagelos mantengan una morfología funcional 
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Conclusiones	
  	
  

Anormalidades	
  morfológicas	
  en	
  espermatozoides	
  del	
  ratón	
  Slo3	
  -­‐/-­‐	
  
 
Los aceptores del colesterol parecen ser el agente inductor de la anormalidad 
morfológica observada en los espermatozoides SLO3 -/- y espermatozoides en los que 
SLO3 ha sido bloqueado  farmacologicamente.  

Estudio	
  morfológicos	
  y	
  volumétricos	
  de	
  los	
  espermatozoides	
  del	
  ratón	
  SLO3	
  -­‐/-­‐	
  

utilizando	
  citometría	
  de	
  flujo	
  
	
  

1) La rafinosa no es la molécula adecuada para ajustar la osmolalidad y realizar 
experimentos de citometría de flujo puesto que abate la permeabilidad de colorantes 
como en el caso del IP.  

2) No fue posible detectar cambios en el volumen de espermatozoides SLO3 -/- 
mediante las técnicas de citometría utilizadas. 

Movilidad	
  espermática	
  en	
  el	
  ratón	
  SLO3	
  -­‐/-­‐	
  	
  	
  
	
  

Los espermatozoides SLO3-/- son capaces de responder al incremento de Ca2+  
cuando éste es liberado por el timerosal desde reservorios internos. 	
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ANEXOS	
  

ANEXO	
  I:	
  SEÑALIZACIÓN	
  DURANTE	
  LA	
  CAPACITACIÓN 

 

Eventos más importantes que ocurren durante la capacitación: La remoción del colesterol 
por un aceptor del colesterol, la captación de bicarbonato (HCO3

-) a través del 
cotranspotador Na+/HCO3

– (NBC) y del intercambiador Cl-/HCO3
- (AE), el aumento del pH 

debido a los canales Hv y sNHE. El incremento del HCO3
- activa la sAC que desencadena 

una serie de eventos que culminan en la fosforilación de proteínas. El aumento en pHi puede 
contribuir a la activación de CatSper permitiendo la entrada de Ca2+. Se esquematizan a los 
canales SLO3, ENaC y CFTR como posibles participantes durante la hiperpolarización de la 
membrana plasmática. 
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