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1 RESUMEN

La fecundacién es un proceso esencial para la reproduccion sexual y es una
manera de originar variabilidad genética; para que la fecundacién sea posible, los
espermatozoides deben pasar por un proceso llamado capacitacion, el cual ocurre
en el tracto genital femenino. Durante la capacitacion ocurren cambios
metabalicos y a nivel de la membrana plasmatica y metabdlico; por ejemplo, se
sabe que los espermatozoides capacitados tienen un pH intracelular (pH;)) mas
alcalino y una concentracion de calcio intracelular mayor que los espermatozoides
no capacitados, entre otros. Es por lo anterior que la regulacion del pH; es esencial
para la fisiologia espermatica, el pH; puede ser regulado por el voltaje de
membrana. Para llevar a cabo este estudio se ocuparon espermatozoides de
humano capacitados y no capacitados. Se evalud la relacién del pH; y el voltaje de
membrana considerando dos entidades moleculares que son activadas por voltaje;
el intercambiador Na*/H" activado por hiperpolarizacion y el canal de protones H,1
activado por despolarizacion. Para estudiar dicha relacion se indujo una
hiperpolarizacion de la membrana celular con valinomicina o se despolarizé con
adiciones de KCI. Ademas se realizé la comparacion del voltaje de membrana de
reposo de los espermatozoides capacitados y no capacitados. Todo esto se
realizd utilizando como alternativa al estudio de la fisiologia espermatica la
citometria de flujo, la cual nos permite analizar varios parametros
simultaneamente, en este caso se midio viabilidad con loduro de Propidio, pH; con
BCECF y voltaje de membrana con DiSC. Se corrobor6 que el canal de protones
H,1 es el principal responsable de la alcalinizacién intracelular, principalmente en
espermatozoides capacitados. Por otro lado nuestros resultados sugieren la
misma tendencia previamente reportada: los espermatozoides capacitados estan
mas hiperpolarizados (-44.8 mV) que los no capacitados (-37.3 mV), sin embargo,
nuestros resultados indican que esta diferencia no es estadisticamente

significativa.
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Introduccion

2 INTRODUCCION

Este trabajo esta enfocado al estudio del gameto masculino, el espermatozoide, el
cual es una célula haploide, con un nucleo altamente condensado y cuyo unica
funcién es llevar a cabo la fecundacion. Para que se lleve a cabo la fecundacion,
son necesarios dos eventos: la hiperactivacion y la reaccion acrosomal (RA), la
segunda consiste en la liberacidn de la vesicula acrosomal que contiene enzimas

que degradan y atraviesan la cubierta externa del gameto femenino.

Los mamiferos son animales de fecundacion interna, en la cual los
espermatozoides son liberados dentro del tracto genital femenino durante la
eyaculacién y son capaces de moverse; sin embargo, no cuentan con la capacidad
para llevar a cabo la RA y fecundar al gameto femenino (6vulo). Para que
adquieran esta capacidad, los espermatozoides pasan por una serie de cambios
fisiolégicos, que en conjunto son denominados como el proceso de capacitacion-
Esta no se produce sino hasta que los espermatozoides se encuentran dentro del

tracto reproductor femenino por un cierto periodo de tiempo (Gilbert 2000).

La capacitacion consiste en una serie de cambios metabdlicos y a nivel de
la membrana plasmatica y metabdlicos, necesarios para que se lleve a cabo la
fecundacion del ovocito. Estos procesos se producen en el tracto genital femenino
y estan asociados con la hiperactivacién (HA), un tipo distintivo de la movilidad del
espermatozoide, caracterizado por la alta velocidad, la progresién hacia adelante y
movimiento de latigazo cervical (De Lamirande & Gagnon 1993). Asi mismo,
durante la capacitacion se requiere una alcalinizacion citosolica (Vredenburgh-
Wilberg & Parrish 1995; Zeng et al. 1996; Cross & Razy-Faulkner 1997), la cual es
debido en parte a un intercambiador i6nico dependiente de Na™ (Zeng et al. 1996).
Una vez que se haya completado la capacitacion, los espermatozoides pueden

proceder a la RA.

La capacitacion, asi como la mayoria de los procesos celulares son
influenciados y operan dentro de una gama restringida de (pH;). Los cambios en el
pH; afectan el estado de ionizacién de acidos débiles y bases que estan presentes
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Introduccion

en la mayoria de las proteinas y muchas biomoléculas (Boron 2004). Por lo tanto,
como la actividad metabdlica acidifica el citosol, y las células pueden ser
expuestas a un pH externo variable (pH.), la falta de regulacion del pH; puede
tener consecuencias funcionales graves. En general, las células ajustan finamente
su pH; empleando varios mecanismos dinamicos cuyo saldo en términos de
produccion, eliminacion, transporte y amortiguamiento de H* determina su valor en
un momento determinado. Las células regulan su pH; disminuyendo o aumentando
la actividad de una amplia gama de transportadores de iones de la membrana

plasmatica que mueven acidos y/o bases (Ruffin et al. 2014).

Las células pueden presentar cambios drasticos en el transito de un estado
latente a un estado activo, una condicién que a menudo implica un cambio de pH
subito (Nishigaki et al. 2014). Los espermatozoides son un claro ejemplo, ya que
estan expuestos a cambios dramaticos en la composicion idnica de su entorno
durante su viaje hacia la fecundacion del oévulo. Los espermatozoides de
mamiferos se encuentran en un medio acido con una baja concentracién de HCO*
en el epididimo, que los mantiene en reposo, mientras que en el utero de la
hembra y en el oviducto, el fluido luminal contiene una alta concentracion de
HCO®> y se vuelve cada vez mas alcalino, una condicién necesaria para la

fecundacion (Liu et al. 2012).

El mantenimiento del pH; dentro de los limites fisiolégicos es fundamental
para la funcién celular, en este caso, la fecundacion. En particular, existen varias
enzimas y transportadores idnicos unicos de espermatozoides que son pH;
dependientes o de alguna manera estan relacionados con la regulacién pH; cuya
eliminacion provoca infertilidad. Es claro que la regulacién del pH; es de suma
importancia para la fisiologia espermatica (Nishigaki et al. 2014). Por otra parte,
muchos de estos procesos fisiologicos implican un mecanismo regulador de pH
dependiente de Na™ (Bibring et al. 1984).

Numerosas técnicas han evolucionado en los ultimos 30 afos para medir
pHi, y sus ventajas y limitaciones se estan revisando continuamente. Estos

meétodos involucran determinaciones en poblaciones de células o en células
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Introduccion

individuales que incluyen: 1) la resonancia magnética nuclear (RMN) utilizando
3P, 2) Distribucion débil acido-base, y 3) absorbancia optica y técnicas de
fluorescencia (Loiselle & Casey 2010). En los ultimos anos el pH; se esta
estudiando en los espermatozoides sobre todo con el uso de sondas fluorescentes
(Nishigaki et al. 2014).

La citometria de flujo es una tecnologia biofisica que mide simultaneamente
y luego analiza multiples caracteristicas fisicas de las células individuales, a
medida que circulan en una corriente fluida a través de un haz de luz laser. Las
propiedades medidas incluyen tamafo relativo de una particula, granularidad
relativa o complejidad interna, y la intensidad relativa de fluorescencia. Estas
caracteristicas se determinan usando un sistema de acoplamiento O&ptico-
electréonico que registra como la célula dispersa la luz laser incidente y emite
fluorescencia (Williams et al. 2011). El presente trabajo evalud, empleando la
técnica de citometria de flujo, si existe una relacién entre el pH; y el voltaje de

membrana, en los espermatozoides de humano capacitados y no capacitados.
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3 ANTECEDENTES

3.1 La Fecundacion

La fecundacion es un proceso esencial en la reproduccion sexual para la
preservacion de las especies, creando variabilidad genética, en la cual el nucleo
del gameto masculino se fusiona con nucleo del gameto femenino, de manera que
el nuevo individuo tiene un genoma derivado de ambos progenitores (Jones &
Lopez 2006). Sin embargo, ahora sabemos que la herencia es una cuestion tanto
de la herencia genética y citoplasmatica (Charney 2013) de manera que también
hay factores que se heredan por la fusién de citoplasmas y que afectan el
desarrollo embrionario. Estos incluyen ARNm, mitocondrias, citoesqueleto y
elementos contractiles, y los restos de la membrana plasmatica de los
espermatozoides. Aunque la mayoria de estos elementos son eliminados, algunos
juegan papeles esenciales en la embriogénesis temprana (Cummins 2001).
Ademas se ha propuesto que la alteracion del epigenoma por factores ambientales
o téxicos en las células germinales son un mecanismo por el que se puede
promover una herencia transgeneracional de fenotipos y estados de enfermedad

(Skinner & Guerrero-Bosagna 2009).
3.1.1 Microambiente vaginal

La acidez vaginal es importante para el mantenimiento de la salud vaginal.
La vagina saludable se encuentra generalmente con un pH de 4 =+ 0.5 (Cohen
1969; Tevi-Bénissan et al. 1997). Este nivel de acidez inhibe la movilidad de los
espermatozoides y los inactiva (Jones & Lopez 2006; Olmsted et al. 2000). Sin
embargo, el semen cuyo pH oscila entre 7.2 y 7.8 amortigua el pH vaginal durante
varias horas. Esto permite que aumente la movilidad de los espermatozoides y
que asi haya una oportunidad para la fecundaciéon (Tevi-Bénissan et al. 1997;
Jones & Lopez 2006). Desde hace mucho tiempo, se ha observado que conforme

se avanza en el tracto genital femenino la acidez disminuye, se sabe que el fluido
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Antecedentes

luminal uterino contiene una alta cantidad de HCO®* en comparacion al plasma

seminal (Vishwakarma 1962).
3.1.2 Los espermatozoides en el tracto genital femenino

Alrededor de 1 minuto después de la deposicion en la vagina, el semen se
vuelve mas grueso y menos liquido. Esto es la coagulaciéon del semen provocada
por la enzima fibrinogenasa que se encuentra en el plasma seminal, que convierte
el fibrinbgeno en fibrina. La funcion principal de esta coagulacién es evitar que los
espermatozoides mueran en la vagina. Después de aproximadamente 20 min, sin
embargo, el semen se licua. Esta licuefacciéon del semen es provocada por la
enzima fibrinolisina en el plasma seminal, esto permite que los espermatozoides

naden un poco mas rapido para llegar al cuello del utero (Jones & Lopez 2006).

Los espermatozoides se depositan primero en la vagina; a continuacion
pasan al utero a través del cuello uterino y del utero pasan al oviducto, hasta el
istmo del oviducto que es la zona habitual de la fecundacion: el ampula. En
resumen, los espermatozoides viajan una distancia aproximada de 15 cm a través
del tracto reproductivo femenino hasta el punto del oviducto donde se lleva a cabo

la fecundacion. (Jones y Lépez, 2006).
3.2 El espermatozoide en humanos

El espermatozoide es una célula haploide que contituye el gameto
masculino. Son pequefios y se componen principalmente de 1) Una cabeza (2-5
pm de diametro), que contiene paquetes condensados de cromosomas en el
nucleo, dos centriolos, el acrosoma (estructura que posee las propiedades de una
membrana) que contiene enzimas hidroliticas y se encuentra sobre el nucleo en la
parte anterior de la cabeza del espermatozoide) y el nucleo que ocupa la mayor
parte de la cabeza. 2) Las mitocondrias, que proveen de energia para el
movimiento del flagelo, dispuestas en espiral en la pieza media del flagelo. 3) El
flagelo, de longitud variable dependiendo de la especie (10-100 um), tiene el

caracteristico complejo de microtubulos "9+2" denominado axonema, que se
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encuentra en flagelos eucariotas y cilios. El flagelo de los mamiferos tiene fibras

accesorias no vistas en organismos inferiores (Figura 1).

El volumen citoplasmatico del espermatozoide es muy pequefio; el volumen
interno del espermatozoide de humano ha sido estimado en ~15 fl. (Kleinhans et
al. 1992; Schackmann et al. 1984). Los espermatozoides son incapaces de
sintetizar proteinas o acidos nucleicos. Son células especializadas encargadas de
encontrar, fusionarse, y entregar su informacion genética al ovulo (Darszon et al.
1999).

Membrana Nucleo
plasmatica Acrosoma | Flagelo

Cuello  pieza Media
AN —

Centriolo Mitocondrias Axonema

\ J\ )
Y Y \ J

B 2 3

Figura 1. Espermatozoide humano. Estructura del espermatozoide humano, se
compone por tres regiones principales, 1) cabeza, 2) media y 3) flagelo (Jones &
Lopez 2006).

3.3 Fisiologia del espermatozoide donde la regulacién del pH; es

critico

Las células pueden presentar cambios drasticos en el transito de un estado
latente a un estado activo, una condicién que a menudo implica un cambio de pH
subito. Los espermatozoides son un claro ejemplo ya que estan expuestos a
cambios abruptos en la composicién idnica de su entorno durante su viaje hacia la
fecundacion del 6vulo. Es por esto que resulta de vital importancia que existan

mecanismos de regulacion del pH; que permitan que éste se mantenga en un
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rango determinado y de manera que sean posibles los diferentes procesos que se
llevan a cabo en el espermatozoide y asi se pueda llevar acabo la fecundacion
(Nishigaki et al. 2014).

3.3.1 Iniciacion de la movilidad e hiperactivacion

Los espermatozoides de mamiferos se encuentran en un medio acido con
una baja concentraciéon de HCO® en el epididimo, que los mantiene en reposo (Liu
et al. 2012). En general, se cree que este estado de los espermatozoides en
reposo, se mantiene por la acidificacion del pH;, ya que las dineinas, que son
ATPasas del axonema del flagelo de los espermatozoides (proteinas motoras que
generan el movimiento flagelar) son altamente dependientes del pH (Christen et al.
1983; Giroux-Widemann et al. 1991). Mientras que en el utero de la hembra y en el
oviducto, el fluido Iuminal contiene una alta concentracion de HCO®,
convirtiendose cada vez mas alcalino, una condicion necesaria para la

fecundacion (Liu et al. 2012).

Después de la eyaculacion, los espermatozoides son expuestos al fluido
seminal (cuyo pH es de alrededor de 7.5) (Carr et al. 1985) que permite la
movilidad espermatica. El nado activado de los espermatozoides es progresivo y
simétrico con baja amplitud y alta frecuencia del ritmo flagelar. En contraste con
los espermatozoides recuperados en el oviducto, sitio tipico de la fecundacion, que
muestran una movilidad vigorosa y asimétrica, con una amplitud alta y baja

frecuencia del ritmo flagelar, denominado hiperactivacién (Suarez 2008).

La hiperactivacidon es necesaria para penetrar la zona pelucida (ZP). En
este sentido la hiperactivacion se puede considerar parte de la capacitacion,
aunque la capacitacion se refiere mas usualmente a la preparacién del
espermatozoide para la RA. Se ha establecido que el Ca?* es fundamental para la
hiperactivacién y CatSper (canal cationico dependiente de pH y voltaje exclusivo
del espermatozoide) es un canal esencial en este proceso. Sin embargo, todavia
no se conocen bien cuales son las sefales fisiolégicas que inducen la

hiperactivacién (Suarez 2008).
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3.3.2 Capacitacion

El transporte de los espermatozoides desde la vagina hasta la parte
superior del tracto genital femenino es muy rapido (6 horas), sin embargo, el
numero de espermatozoides en el sitio tipico de la fecundacion es muy pequeno.
El tiempo de espera no es necesariamente para la acumulacion de un gran
numero de espermatozoides y asi asegurar la fecundacién; sino que este periodo
en el tracto femenino es requerido para que los espermatozoides se capaciten

para la fecundacion (Chang 1951).

La capacitacion espermatica es un evento esencial, gradual y necesario
para la fecundaciéon que tiene lugar in vivo durante la exposicién secuencial de los
espermatozoides a los diferentes compartimentos del tracto genital femenino
durante el transporte de los espermatozoides al sitio tipico de la fecundacion. La
capacitacién espermatica también puede ser imitada durante la incubacién in vitro
en un medio adicionado con HCO*, Ca* y albumina, lo que permite estudios
detallados, y es ésta capacitacion in vitro la que ha permitido recavar la mayor
parte de nuestro conocimiento actual de los mecanismos y cinética del proceso
(Gadella & Van Gestel 2004).

Se sabe que el bicarbonato es un componente clave que induce la
capacitacién (A. P. Harrison & Gadella 2005). Se han identificado los siguientes
procesos: la remocidn colesterol de la membrana plasmatica, la eliminacion de
proteinas adherentes del plasma seminal, una hiperpolarizacién de la membrana,
relacionada con un canal de K* exclusivo de espermatozoides (Slo3) (Lépez-
Gonzalez et al. 2014) y el aumento del contenido de AMP ciclico (Nixon & Aitken
2009; Fraser 2010), aumento del pH; (Vredenburgh-Wilberg & Parrish 1995; Zeng
et al. 1996; Cross & Razy-Faulkner 1997), éste aumento en el pH; es debido al
menos en parte a un intercambiador anionico sistémico dependiente de Na* (Zeng
et al. 1996).
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3.3.3 Reaccién Acrosomal

El acrosoma es una vesicula secretora grande, derivada del aparato de
Golgi y localizada en la regién apical de la cabeza del espermatozoide en la
mayoria de las especies, a excepcion de algunos peces como los teledsteos.
Cuando los espermatozoides reciben un estimulo apropiado, ésta vesicula se
fuciona con la membrana plasmatica y libera su contenido, incluidas enzimas
hidroliticas; este proceso se llama reaccion acrosomal (RA). Durante este proceso
exocitético, las membranas acrosomal y plasmatica se fusionan en multiples sitios,
exponienddse elementos de membrana requeridos para la penetracion de la capa
del 6vulo y la fusion posterior con la membrana plasmatica del 6vulo (Yanagimachi
1998). La RA depende de una elevacion del pH; (Florman et al. 1989; Zeng et al.
1996) y se sabe que el Ca®* es uno de los elementos clave para que ocurra este

proceso que se descubrié en invertebrados marinos (Dan, 1954).

En los mamiferos, un aumento pH; es fundamental para la RA inducida por
la ZP (Arnoult et al. 1996). Entre los eventos implicados en este proceso tenemos
la hiperpolarizaciéon de la membrana (Zeng, Y; Clark, E N; Florman 1995), la
fosforilacion de proteinas (Leclerc et al. 1996), la pérdida de colesterol (Cross &
Razy-Faulkner 1997), el aumento de pH; (Zeng et al. 1996), la pérdida de
moléculas de la superficie celular (Oliphant et al. 1985), y la elevacién de la
moléculas de la superficie celular (Oliphant et al. 1985), y la elevacién del [Ca?"];
(Baldi et al. 1996). Es decir, la reaccion acrosomal es consecuencia de la

capacitaciéon de los espermatozoides.

El Ca®* es esencial para la fusion durante la RA; iondforos de Ca?
desencadenan este proceso in vitro y algunos bloqueadores de los canales de
Ca* la inhiben (Darszon et al. 1999). La ZP induce cambios en el potencial de
membrana de los espermatozoides (Arnoult et al. 1996) asi como un aumento en
la [Ca®") y el pH;, que preceden la exocitosis del acrosoma en el espermatozoide
(Florman et al. 1992; Florman et al. 1998).
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3.4 Regulacién del pH;

La mayoria de los procesos celulares son influenciados y operan dentro de
una gama restringida de pH;. Los cambios en el pH; afectan el estado de ionizacién
de acidos débiles y bases que estan presentes en la mayoria de las proteinas y
muchas biomoléculas (Boron 2004). Por lo tanto, como la actividad metabdlica
acidifica el citoplasma, cada organelo y compartimento celular tiene un pH variable
(Figura 2). Cuando las células se exponen a condiciones con pH extracelular
(pHe) variable, la falta de regulacion del pH; puede tener consecuencias

funcionales graves en éstas (Casey et al. 2010).

Mitocondria i Endosoma O En

8 de reciclaje temprano
6.5 63

Reticulo
endoplasmatico
72

Citosol
72

Figura 2. pH de los diferentes compartimentos subcelulares. El pH de organelos y
compartimentos celulares individuales en una célula de mamifero prototipico. Los valores
se obtuvieron de varias fuentes. EI pH mitocondrial se refiere a la matriz, es decir, el
espacio contenido entre membrana mitocondrial interna. Los endosomas tempranos se
refieren a la clasificacién del compartimiento endosomal. El pH del endosoma tardio
multivesicular se refiere al fluido luminal mayor; el pH del fluido contenido por las

vesiculas internas podria diferir (Modificada de Casey et al. 2010).

En general, las células ajustan finamente su pH; empleando varios
mecanismos dinamicos cuyo saldo en términos de produccion, eliminacion,

transporte y amortiguamiento de H® determina su valor en un momento
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determinado. Las células aumentan o disminuyen la actividad de una amplia gama
de transportadores de iones de la membrana plasmatica que mueven acidos y/o
bases (Ruffin et al. 2014). Los transportadores de bicarbonato (HCO®>) y de H* se
encuentran entre los principales actores en la regulacién del pH; (Nishigaki et al.
2014).

La alcalinizacion pH; es fundamental para muchos aspectos de la fisiologia
de los espermatozoides. Ademas, muchos de estos procesos fisioldgicos implican
un mecanismo regulador de pH dependiente de Na* (Bibring et al. 1984; Lee &
Garbers 1986). EI mantenimiento del pH; dentro de los limites fisioldgicos es
fundamental para la funcion celular. En particular, varias enzimas vy
transportadores ionicos unicos de espermatozoides cuya eliminacion provoca
infertilidad son pH dependientes o de alguna manera estan relacionados con la
regulacion pH.. Entre ellos se encuentran: CatSper, un canal de Ca?*; Slo3, un
canal de K'; intercambiador Na*/H* especifico de espermatozoides (NHE) y la
guanilato ciclasa soluble (GC). Por tanto, es claro que la regulacion del pH; es de

suma importancia para la fisiologia espermatica (Nishigaki et al. 2014).
3.4.1 Principales moléculas que participan en la regulacion del pHi

Los principales transportadores de iones responsables de la regulacion del
pH; se pueden ordenar en dos grupos: (1) los transportadores de membrana de H*
y (2) transportadores de HCO®. El primer grupo incluye intercambiadores Na*’H*
de la familia de acarreadores de soluto 9 (SLC9) (Orlowski & Grinstein 2011) y
canales de H" (Lishko et al. 2010). El segundo grupo esta constituido por
transportadores de HCO®, por ejemplo el intercambiador CI/HCO®* (Boron et al.
2009)

El primer grupo, conocido como extrusores de protones (H") inducen una
alcalinizacion intracelular. Los extrusores de H® se representan en el lado
izquierdo de la Figura 3. Todos ellos requieren el aporte de energia, ya sea para la
extrusion de H* de la célula o para tomar HCO®. El canal de protones H,1 se

activa por una despolarizacién de la membrana plasmatica y por el aumento de la
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concentracion de H* interna, mientras que el intercambiador Na*/H" se activa por
una despolarizacion de la membrana y utiliza la energia del gradiente de Na™ para
sacar H" (Murer et al. 1976). El intercambiador de Na™ impulsado por CI/HCO3 fue
el primer transportador en ser estudiado como un regulador del pH; (Boron 2004).
El co-transportador electrogénico Na*/HCO* puede operar como un extrusor de H*

o como un cargador de H* (Deitmer & Schlue 1989).

El segundo grupo, conocido como cargadores de H® inducen una
acidificacion intracelular. Los cargadores de H* se representan de lado derecho de
la Figura 3, estos incluyen tres mecanismos no regulatorios; la entrada pasiva de
H*, la salida pasiva de OH" y la de HCO>. El lado derecho de la Figura 3 muestra
también dos transportadores de HCO3™ que pueden actuar como cargadores de H*
(Boron 2004).

H

Extrusoras de H" Cargadores de H' s

; pH, [+pH] /
H
J®  Bomba de H' tipo V

{\ Metabolismo OH
. | \
. | biador Na/H O H \
- ~> ntercambiador Na
g

o
+ H’
vig L @ 4
PR HCO. == Intercambiador Na/HCO,  Intercambiador CI/HCO - >
= 4 w e
. o Cl
a @ .Nﬂ.A -
e Cotransportador Na/HCO, Cotransportador Na/HCO, —
3 s ¢ 2 M 3 L
2 O6% E——a (estequiometria 1:2) (estequiometria 1:3) 3

Figura 3. Extrusores de H y Cargadores de H. El estado de equilibrio del pH; depende
del equilibrio entre Extrusores de acido continuos y de Cargadores de acido cronicas
(Modificado de Boron 2004).

3.5 Voltaje de membrana

La diferencia de potencial eléctrico generalmente se establece entre dos

soluciones de electrolitos a diferentes concentraciones, separados por una
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membrana permeable a los iones. Esta diferencia de potencial es llamada
comunmente como potencial de membrana (Ohshima & Kondo 1988),
formalmente, el potencial se refiere al trabajo que se debe realizar en un campo
electrostatico para mover cargas électricas desde un punto a otro. Por otro lado,
como su nombre lo indica, la diferencia de potencial (también denominado voltaje)
es una magnitud fisica que cuantifica la diferencia de potencial eléctrico entre dos
puntos, y su unidad de medida es el voltio (ver analisis dimensional) (Halliday et
al. 2008). Por esta razén en el presente trabajo nos referiremos a esta diferencia
como voltaje de membrana (Vp).

RT , [Kle _ Vekemor) @ I 7

Em = ;ln T Em = c

Em=1=1v
C

El Vi, juega un papel importante en fendmenos electroquimicos observados
en las biomembranas (Ohshima & Kondo 1988). Este se genera y se mantiene por
gradientes de concentracion de iones tales como sodio, potasio, cloruro, y el
hidrogeno. Los cambios en el V, a menudo desempenan un papel en la
sefalizacion transmembranal. ElI V., también refleja la integridad fisica de la

membrana citoplasmatica (Shapiro 2004).
3.6 Canales i6nicos activados por voltaje

Los canales ionicos activados por voltaje son proteinas de membrana que
conducen iones a altas tasas de transporte y que pueden ser regulados por el
voltaje a través de la membrana. El sensor de voltaje es una regién del segmento
transmembranal de la proteina con aminoacidos cargados que se mueven en
respuesta a cambios en el campo eléctrico de la membrana (Figura 4). El
movimiento del sensor inicia un cambio conformacional en la puerta de la via

conductora controlando asi el flujo de iones (Bezanilla 2005).

Se propone que los canales activados por voltaje estan conformados por tres
partes basicas: el sensor de voltaje, el poro o la via de conduccion y la compuerta
(Bezanilla 2005).
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Figura 4. Arquitectura general de los canales activados por voltaje. El fondo gris
representa la bicapa lipidica. Los cilindros son segmentos transmembranales. Los
segmentos S5 y S6 y el poro (el loop entre los segmentos 5 y 6) son los responsables
de la conduccién de los iones. Los segmentos del 1 al 4 se denominan la parte
sensible al voltaje del canal. Los signos + o - en blanco indican las cargas que se han

implicado en la deteccién de voltaje (Bezanilla 2005).

Las regiones S1-S4 de un canal idnico tipico comprenden el dominio de
deteccion de voltaje, dentro de la cual S4, en particular, tiene una serie de
residuos de Arginina cargadas que aparecen para detectar el voltaje de
membrana. Las regiones S5-S6 de las cuatro copias de las subunidades ilustradas
forman un solo poro central que se abre y se cierra durante la activacion
(DeCoursey 2008).

3.6.1 Intercambiadores Na‘/H*

Son proteinas integrales de membrana que catalizan el intercambio de Na*
por H* a través de la bicapa lipidica y se distribuyen de forma ubicua en casi
todos los organismos. Contribuyen a los mecanismos homeostaticos que regulan
el pH;, volumen celular y pH intraorganelo (Donowitz et al. 2005). Se sabe que los
espermatozoides de mamiferos expresan cuatro isoformas de NHEs, NHE1
(SLC9A1), NHE5 (SLC9A5) (Garcia & Meizel 1999; Woo et al. 2002), NHE
especifico de espermatozoide (NHEs) (SLC9C1) (Wang et al. 2003) y NHE
especifica de testiculo (NHA1/SLC9B1) (Liu et al. 2010).

Se demostré que NHEs es esencial para la funcion espermatica ya que su

eliminaciéon causo6 infertilidad en ratones macho debido a un defecto severo en la
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movilidad del espermatozoide (Wang et al. 2003). Por otro lado, se ha demostrado
previamente que la capacitacion de espermatozoides de humano requiere
concentraciones milimolares de Na* en el medio de incubacion para mantener un
pH; elevado (Garcia & Meizel 1996).

Por otro lado, se ha encontrado que la inhibicion de NHE por 5-(N-etil-N-
isopropil) amiloride (EIPA) resulta en recobrar la acidificacién citosolica. Estos
resultados sugieren que un mecanismo de intercambio Na*/H* representa una
importante via de regulacion del pH; en espermatozoides humanos previamente
capacitados, sin embargo, EIPA no afecta al NHE del espermatozoide (Woo et al.
2002; Wang et al. 2003).

La inhibicibn de Ila regulacion de pH; dependiente de NHE en
espermatozoides capacitados no es suficiente para bloquear la iniciacion de la RA
por Progesterona (Woo et al. 2002; Wang et al. 2003). Sin embargo, el mecanismo
de regulacion de pH; puede verse afectado por esta inhibicion (Garcia & Meizel
1996).

3.6.2 Canalde H"

La existencia de un canal ibnico de membrana plasmatica selectivo para los
protones se demostrd primero por Thomas & Meech en 1982, pero pasaron varias
décadas para que la molécula responsable de este fendmeno fuera identificada
(Ramsey et al. 2006).

El canal de protones dependiente de voltaje (H,1) tiene una secuencia
basicamente similar a S1-S4, pero las regiones S5-S6 estan ausentes. Aunque
tres residuos de Arginina estan presentes en la region S4 en el canal de protones,
no esta claro que contribuyen a la activacion por voltaje. Debido a que las regiones
S5-S6 que componen el poro de los canales activados por voltaje ordinarios estan
ausentes, la forma de conduccidén por esta via no se entiende completamente.
Estudios recientes sugieren que los segmentos del canal H,1 actian como un

dimero, donde cada subunidad tiene un poro (Koch et al. 2008).

Pagina | 16



Antecedentes

A Clasico canal ionico activado por voltaje B Canal de protones activado por voltaje
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Figura 5. Conformacién Oligomerica y ubicaciéon de los poros en los canales idnicos
clasicos activados por voltaje y canal Hv1. Los canales i6nicos clasicos activados por voltaje se
componen de cuatro subunidades (K,) o de cuatro dominios (Na* y Ca’ "). (A) Cada subunidad o
dominio se compone de seis dominios transmembranales (S1-S6). Los primeros cuatro segmentos
albergan el dominio sensible a voltaje. Los segmentos S5-S6 forman el dominio del poro. (B) El
canal Hy1 presenta una composicion oligomérica que involucra a dos subunidades, que es una de
las diferencias mas notorias en comparacion con otros canales activados por voltaje (Castillo et al.
2015).

En el 2006 se identificaron dos grupos de canales de H* activados por voltaje
(Ramsey et al. 2006; Sasaki et al. 2006) que se componen de 4 segmentos
transmembranales, estructuralmente similares a los dominios sensibles a voltaje
que se encuentran en otros canales ionicos activados por voltaje. Estos canales
existen como un homodimero con dos poros y donde cada subunidad forma un
poro permeable a H'. (DeCoursey 2008). El canal H,1 es activado por una
despolarizacion de la membrana y por el aumento en la concentracion de H*
intracelular, lo que provoca la salida de H* (DeCoursey 2008; Lishko & Kirichok
2010). El endocannabinoide anandamida y el zinc extracelular son bloqueadores
potentes de H,1 (Lishko & Kirichok 2010). Registros de espermatozoides humanos
hechos por patch-clamp revelaron una conductancia de H" dependiente de voltaje

relativamente grande (Lishko et al. 2010).

En los espermatozoides de humano, el canal de protones activado por voltaje
(Hy1) es la principal via de extrusion de H* que controla el pH intracelular (Lishko &
Kirichok 2010). Por otro lado, la actividad del canal CatSper es fuertemente

potenciada por la alcalinizacion intracelular. Ya que los canales H,1 y CatSper se
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encuentran en el mismo dominio subcelular, la extrusion de protones a través de
H,1 deberia inducir una alcalinizacion intraflagelar y activar los canales i6nicos
CatSper. Por lo tanto, la accion combinada de H,1 y CatSper en espermatozoides
humanos puede inducir la elevacion del pH y Ca®" intracelular necesarias para la
activaciéon del espermatozoide en el tracto reproductivo femenino (Lishko &
Kirichok 2010).

El voltaje umbral de activacién de H,1 depende de la diferencia de pH (ApH)
a través de la membrana plasmatica. A un pH intracelular de 5.5 y un pH
extracelular de 7.4, el umbral de activacion de H,1 es de aproximadamente -60 mV
(Lishko et al. 2010). Sin embargo, ya que el pH; del espermatozoide es mas alto
que 5.5, en condiciones fisiologicas, el umbral de activacion de H,1 es menos
negativo, y el canal no debe estar activo en el espermatozoide humano en un
voltaje de membrana en reposo. Bajo estas condiciones, H,1 puede ser activado
por cualquier despolarizacion de la membrana o por la anandamida extracelular
(Lishko & Kirichok 2010).

Ya que H,1 saca protones y por lo tanto lleva cargas positivas hacia fuera de
la célula, H,1 podria producir una hiperpolarizacion de la membrana la cual
limitaria su propia actividad, a menos que esta hiperpolarizaciéon sea compensada

por otros mecanismos de transporte electrogénicos (Lishko & Kirichok 2010).

Curiosamente, la actividad de H,1 en el espermatozoide es mucho mayor
en espermatozoides capacitados (Lishko et al. 2010). La corriente de H,1 en
espermatozoides capacitados se caracteriza por una amplitud mayor, la cinética
de activacion mas rapida, y un cambio negativo del voltaje de activacion (Lishko et
al 2010.), que puede estar asociada con la fosforilacion del canal (DeCoursey,
2008). Puesto que la fosforilacion de multiples proteinas es un paso crucial en el
proceso de la capacitacion espermatica (Visconti et al. 2011), se cree que la
fosforilacidon puede mejorar la capacidad de H,1 para causar elevacién del pH;

durante la capacitacion.
El canal de H,1 se ha identificado en muchas especies, y se encontré que
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participa en una amplia variedad de procesos fisioldgicos especializados como la
alcalinizacion de condrocitos después de un choque hipotonico (Sanchez et al.
2006), la regulacion del voltaje de membrana y pHi en fibroblastos cardiacos de
humano (El Chemaly et al. 2006), la bioluminiscencia en dinoflagelados (Smith et
al. 2011), la produccién de calcita por algas unicelulares (Beaufort et al. 2011;
Taylor et al. 2011); fertilizacion en espermatozoides de anfibios y humano (Lishko

et al. 2010), entre otras.
3.7 Citometria de flujo

Numerosas estrategias se han desarrollado en los ultimos 30 afos para
medir el pH; y el V5. Sus ventajas y limitaciones se estan revisando
continuamente. Estas técnicas involucran determinaciones en poblaciones de
células o en células individuales e incluyen: 1) 31P resonancia magnética nuclear
(RMN), 2) Distribucion débil acido-base, y 3) absorbancia optica y técnicas de
fluorescencia (Loiselle & Casey 2010). En los ultimos anos el pH; se esta
estudiando en los espermatozoides sobre todo con el uso de sondas fluorescentes
(Nishigaki et al. 2014). Cada técnica tiene limitaciones practicas y teodricas para

determinar el pH; cuantitativamente (Adler & Fraley 1977).

La citometria de fluo (CMF) es una tecnologia biofisica que mide
simultaneamente y luego analiza multiples caracteristicas fisicas de las células
individuales, a medida que fluyen en una corriente fluida a través de un haz de luz
laser. Las propiedades medidas incluyen tamano relativo de una particula,
granularidad relativa o complejidad interna, y la intensidad relativa de
fluorescencia. Estas caracteristicas se determinan usando un sistema de
acoplamiento Optico-electrénico que registra como la célula dispersa la luz laser

incidente y emite fluorescencia (Williams et al. 2011).

La CMF se ha utilizado ampliamente para estudiar los espermatozoides de
mamifero en las areas de toxicologia reproductiva, veterinaria (preseleccionar el
sexo de la descendencia por la clasificacion de los espermatozoides portadores de

cromosomas X o Y) y para la andrologia clinica (para evaluar el potencial de
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fertilidad de los individuos). El uso de la CMF permiti6 que se pueda medir
rapidamente una variedad de caracteristicas de los espermatozoides, célula por
célula, tales como el recuento de espermatozoides, la viabilidad, integridad
acrosomal, la funcidon mitocondrial y la integridad del ADN; el ultimo esta
involucrado en un fracaso post-fecundacion e inviabilidad del embrion (Cordelli et
al. 2005).

La CMF ofrece un enfoque automatizado capaz de medir la cantidad de una
0 mas marcas fluorescentes asociadas con las células de una manera imparcial,
que ofrece propiedades inigualables de precision, sensibilidad, rapidez, el analisis
multiparamétrico en un numero estadisticamente relevante de células. La
creciente disponibilidad de sondas fluorescentes ha estimulado el interés en una
variedad de meétodos para abordar muchas propiedades del espermatozoide
(Cordelli et al. 2005).
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4 JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que la alcalinizaciéon del pH citosdlico durante la capacitacion es
fundamental para muchos procesos fisiolégicos de los espermatozoides, es de
gran importancia conocer como se lleva a cabo ésta regulacion. En particular
nuestro interés surge por un reporte en el que dan a conocer que durante la
capacitaciéon ocurre una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica del
espermatozoide de humano (Lopez-Gonzalez et al. 2014).. Nosotros nos
propusimos evaluar cual es la relacion que hay entre el voltaje de membrana y el
pHi, asi como las entidades moleculares que participan en esta regulacion. Debido a que
se conocen dos entidades moleculares que participan en la regulaciéon del pHi: el
intercambiador Na*/H", activado por hiperpolarizacion y el canal de protones Hy1,
activado por despolarizacion, decidimos evaluar cual de estos dos canales

contribuye en mayor medida a la alcalinizacion citosolica.

La mayoria de estudios de fisiologia espermatica se han hecho
tradicionalmente con técnicas de fluorescencia de poblaciones y con
electrofisiologia. Sin embargo, la citometria de flujo nos brinda un par de ventajas
sobre las técnicas mencionadas, por lo que representa una alternativa para el
estudio de la fisiologia del espermatozoide. La CMF permite analizar una cantidad
sorprendente de células en un tiempo muy corto, ademas, con la posibilidad de
medir varios parametros al mismo tiempo. Esta técnica posibilita descartar a las
células muertas y aquellas que se marcan de manera significativamente anormal
con el fluoréforo, permitiéndonos asi, seleccionar la poblacion de espermatozoides
en la que se puede analizar la respuesta al estimulo de interés sin sesgar los

datos.

Si bien, la citometria de flujo es una técnica indirecta para medir los
parametros de interés, es un excelente acercamiento al estudio de algun

fendmeno, que se puede complementar con estudios de electrofisiologia.
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5 HIPOTESIS

Los cambios en el potencial de membrana son inversamente proporcionales a
los de pH; en los espermatozoides de humano. Una hiperpolarizacion de la
membrana plasmatica de los espermatozoides induce una alcalinizacion
intracelular, tanto en los espermatozoides no capacitados como en los

capacitados.
6 OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los cambios del voltaje de membrana (Vm) y del pH intracelular
(pHi)) en los espermatozoides de humano en condiciones no capacitantes vy

capacitantes mediante la técnica de citometria de flujo.
Objetivos particulares

e Calibrar los cambios del voltaje de membrana (Em) a diferentes
concentraciones de potasio extracelular por citometria de flujo.
e Determinar cual es la relacion entre el pH; en funcién del voltaje de

membrana con el uso de citometria de flujo.
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7 MATERIALES Y METODO

7.1 Reactivos

Medio no capacitante: se utilizO medio Ham’s F-10 con bicarbonato de
sodio (NaHCO3) (1.2g/L) (Sigma-Aldrich, #cat. N6013).

Medio capacitante: se utilizé el mismo medio Ham’s F-10 ocupado para la
condicion no capacitante, suplementado con 2 mM de CacCl; (Sigma-Aldrich, #cat.
C3881) y albumina de suero fetal bovino (BSA) 5 mg/ml (Sigma-Aldrich, #cat.
A7906).

Medio de registro para humano: Se utilizd6 MRH (D-Glucosa 5mM, Hepes
20 mM, KCI 4 mM, Lactato de sodio 10 mM, MgCl, 1 mM, NaCl 120 mM, NaHCO3;
25 mM, Piruvato de sodio 1 mM, CaCl, 2 mM) como medio fisiolégico para tener a

las células después de la capacitacion y se llevé a un pH de 7.4.

Medicion de pH;: Se utilizé  2',7'-Bis-(2-Carboxyethyl)-5-(6)-
Carboxifluoresceina, Acetoximetil Ester (BCECF-AM) 100 nM (Invitrogen MP,
#cat. B1170).

Medicién del voltaje de membrana: se utilizé6 DiSC3 (5) 25 nM (Invitrogen,
#cat. D306).

Determinacion de viabilidad celular: se utilizé yoduro de propidio 100 nM
(Invitrogen, #cat. L-7011).

Induccién de hiperpolarizacion: se utilizé valinomicina 2uM (Sigma #cat.
10501005).

Induccion de depolarizaciéon: se utilizé cloruro de potasio (KCI) (Sigma,
#cat. P3911) (se realizaron adiciones de 0.6, 1.5, 3, 6, 12 y 24 mM sobre la

concentracion de K* extracelular).
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Como control positivo para espermatozoides muertos se utiliz6 0.1% de
tritdn X-100 (t-Octilfenoxipolietoxietanol) (Sigma-Aldrich, #cat: X100).

7.2 Equipo

Para la medicion de pH; y el voltaje de membrana se uso el citometro de flujo
BD Accuri C6 con:

Laser de excitacion: 488 nm y 640 nm.

Detectores: FL1 533/30 nm para detectar BCECF, FL2 585/40 nm para
detectar IP, FL3 > 670 nm, y FL4 675/25 nm para detectar DiSC.(Anon 2014)

7.3 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico y la elaboracion de graficas se utilizd GraphPad
Prism 6. Se utilizo la prueba de T de Student pareada.

7.4 Obtencion de la muestra de semen

Se trabajo con espermatozoides de humano provenientes de donadores
sanos de 20 a 30 afnos que tuvieron al menos dos dias de abstinencia sexual y
que cumplieron con los parametros establecidos por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS): volumen = 1.5 ml, pH = 7.2, concentracion espermatica = 15
millones de células por ml, cantidad total de espermatozoides = 39 millones de
células por eyaculacion, = 32% con movilidad progresiva, = 4% con morfologia

normal y con = 58% de viabilidad.

Las muestras de semen se obtuvieron por masturbacion, se colectaron en
frascos de plastico estériles y se incubaron a 37°C en una atmosfera con CO, al
5% durante aproximadamente 30 minutos, tiempo en el cual se llevo a cabo la
licuefaccion de la muestra, es decir, que el semen pase de una consistencia

viscosa a una mas liquida.
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7.5 Obtencién de los espermtozoides méviles

Para seleccionar los espermatozoides con mayor movilidad se realizé la
técnica de Swim-up que consiste en poner en la base de tubos de ensayo una
muestra de 500 pyl de semen licuado y en la parte superior se agregé 1 ml de
medio Ham’s F-10 (suplementado con 2 mM de CaCl, para espermatozoides no
capacitados y ademas albumina de suero fetal bovino (BSA) 5 mg/ml para
espermatozoides capacitados) a un angulo de aproximadamente 30° para
aumentar la superficie de contacto entre el semen y el medio Ham’s y asi
recuperar un mayor numero celular teniendo cuidado de no mezclar las dos fases
y se incubo durante una hora a 37°C/5% CO,. Posteriormente se recuperaron 800
Ml de la parte superior del medio Ham’s F-10 en la cual se obtienen los
espermatozoides méviles y la concentracion de células se determind en una

camara Mackler.
7.6 Capacitacion

Los espermatozoides recuperados en el Swim-up en condiciones
capacitantes (1hr de swimm-up) se capacitaron in vitro incubandolos en un medio

capacitante a 37°C/5% CO, durante aproximadamente 4 horas mas.

Los espermatozoides recuperados en el Swim-up en condiciones no
capacitantes (1hr de swimm-up) se colocaron en medio no capacitante y se
incubaron igualmente a 37°C/5% CO,; por el mismo tiempo que los

espermatozoides capacitados.

Para cada condicion experimental, se anadieron 500 ul de la suspension de
espermatozoides en tubos eppendorf de 1.5 ml (aproximadamente 1 millon de

espermatozoides por tubo).
7.7 Incubacién con fluoroforos

a) BCECF, AM: los espermatozoides se incubaron con BCECF a 100 nM en

medio Ham’s, durante 5 minutos a 37°C/5% CO,. Posteriormente se
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centrifugaron, se quité el sobrenadante (Que contiene el exceso de colorante
no incorporado a las células) y se resuspendio en MRH.

b) DiSC;3(5): una vez lavados Ilos espermatozoides, se incubaron
aproximadamente 3 minutos (dependiendo de cada donador) con DiSC; (5)
a 25 nM a 37°C/5% CO, antes de la adquisicion de datos en el citbmetro de
flujo para cada condicion experimental.

c) loduro de Propidio: pasado el tiempo de incubacion del DiSCs (5), se le
agrego yoduro de propidio (100 nM), incubandolo 1 minuto y se procedi6 a

la adquisicion de datos.
7.8 Calibracion del citometro

La calibracion del equipo se realizé con perlas de validacién Spherotech 6-
picos (653145) (FL4) que contiene una mezcla de particulas (3.0-3.4 ym) en seis
intensidades de fluorescencia diferentes. Las particulas son excitadas con luz
laser a una longitud de onda de 600-650 nm. Y 8-picos (653145) (FL1, FL2, FL3)
que contiene una mezcla de particulas (3.0-3.4 pm) con ocho diferentes

intensidades de fluorescencia que se excitan con el laser azul (488 nm).
7.9 Compensacion y establecimiento de cuadrantes

La compensacion permite corregir la superposicidon que existe cuando se
utilizan fluoroforos con espectros de emision similares. Esta se realizd siempre
antes de cada experimento, usando células “sin tefir” como control negativo para
fluorescencia, células incubadas solamente con BCECF como control positivo para
nuestro detector FL1, células incubadas solamente con DiSC como control positivo
para nuestro detector FL4, y células muertas (se permeabilizaron con Tritdon X-
100) marcadas solamente con ioduro de propidio como control positivo para
nuestro detector FL2. Una vez que se tuvieron los valores correctos se
establecieron los cuadrantes para seleccionar nuestra poblacion, positiva para

BDCECF y DiSC y negativa para yoduro de propidio.
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7.10 Adquisicion de datos

Una vez compensado el equipo se procedio a la adquisicion de datos. De la
adquisicion total (comparacion tamafo/complejidad) se selecciond la poblacion de
espermatozoides, de ésta se seleccionaron las células unicas (comparando
altura/area). Se adquirieron 10 000 eventos (células unicas) para cada condicion
experimental, adquiriendo siempre el antes y después de cada condicion
experimental, es decir, para cada condicion se adquirié primero 10 000 células
unicas solo con los fluoroforos, y después se adquirieron 10 000 células unicas
con el respectivo reactivo. Los datos de fluorescencia de las células se obtuvieron

usando un Citémetro de flujo Accuri C6 (Becton Dickinson).

7.11 Controles

Con el fin de evaluar la respuesta provocada por los vehiculos y controles, se
adquirieron muestras a las que se les adicion6 s6lo uno de los siguientes
reactivos:

a) DMSO: se utiliz6 DMSO al 0.4% como vehiculo.

b) MRH: para ver los cambios en fluorescencia debidos a la dilucién.

c) Cloruro de Amonio: se utilizé NH4Cl a 20 mM como control positivo para
alcalinizacion.

d) Valinomicina: se utilizé valinomicina a 2 yM como control positivo para
hiperpolarizacion.

e) Progesterona: se utilizé Pg a 4 yM como control positivo para inducir de

manera fisioldgica una alcalinizacion o hiperpolarizacion.

7.12 Calibracién del voltaje de membrana

Para obtener nuestros resultados en unidades de voltaje y no en UAF se

siguio el siguiente protocolo.

A un tubo eppendorf de 1.5 ml se le agregaron 500 ul de la suspensién de
espermatozoides, se incubd con los fluoréforos como se describid previamente en

el apartado 7.6. Posteriormente se le afadié valinomicina a 2 yM. Y se le hicieron

Pagina | 27



Materiales y Mstodo

adiciones consecutivas de KCI (3, 6, 12 y 24 mM). La adquisicion se hizo después
de cada adicion. Lo anterior se realizO en espermatozoides capacitados y no

capacitados para cada uno de los donadores.

7.13 Inhibicién de la hiperpolarizacion de la membrana inducida

por valinomicina modificando el K* extracelular

Con la idea de evaluar el efecto de las despolarizacion de la membrana

sobre el pH; se llevd acabo el siguiente protocolo.

Se utilizaron 7 tubos Eppendorf de 1.5 ml a los cuales se le agregaron 500 pl
de la suspensiéon de espermatozoides, se incubaron con los fluoroforos como ya
se describio. Después a cada tubo se le anadié una concentracion distinta de KClI
(0.3, 0.6, 1.5, 3, 6, 12 y 24 mM). Posteriormente se le anadio valinomicina a cada
tubo. La adquisicibn se hizo después de cada adicidon en espermatozoides

capacitados y no capacitados.
7.14 Analisis en FlowJo

De la adquisicion total se selecciond la poblacidn de espermatozoides
(Figura 6a) en funcion del tamafo (FSC) vy la granularidad (SSC), de ésta se
seleccionaron las células unicas (Figura 6b) descartando agregados en funcién
del area (FSC-A) y la altura (FSC-H). Finalmente se establecieron los cuadrantes
para cada colorante (Figura 6¢c y 6d). Para esto se hicieron experimentos
independientes en el que se ocuparon espermatozoides sin ningun fluoroforo (en
rojo), espermatozoides a los que se les adicion6 solamente IP (en naranja) y

espermatozoides a los que se les agregd unicamente BCECF o DiSC (en azul).
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Figura 6. Establecimiento de cuadrantes. Graficos proporcionados por FlowJo. a)
seleccion de la poblacion de espermatozoides, b) seleccion de células Unicas, c)
establecimiento del cuadrante para positivo BCECF (en azul), positivo IP (en naranja) y
células sin fluoroforo (en rojo), d) establecimiento del cuadrante para positivo DiSC (en
azul), positivo IP (en naranja) y células sin fluoréforo (en rojo). Tanto en ¢) como en d) el

cuadrante superior derecho corresponde a células cargadas con IP y con DiSC. Se

Seleccion de la muestra a evaluar

distribucion normal.

tiene como consecuencia que

Al hacer el analisis de las células se observdé que se formaban dos
poblaciones, esto fue mas evidente en los espermatozoides no capacitados
(Figura 7a) que en los capacitados. Esto provocaba que en el grafico de
distribucion de las células se formara un grafico con dos picos (Figura 7b), lo que
la media geométrica no representara la

fluorescencia de la poblacion con mayor numero celular, porque no se tiene una
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Figura 7. Formacion de dos poblaciones. Graficos representativos en los que se
muestra el voltaje de membrana en espermatozoides no capacitados antes (en rojo) y
después de la adicion de valinomicina (en azul). a) grafico de puntos en el que se observa

claramente dos poblaciones, b) grafico de distribucion de las células con dos picos.

Al analizar las adquisiciones se observo que la poblacion que responde a
valinomicina se posiciona de lado derecho (la poblacién con mayor densidad
celular). La poblacion de lado izquierdo se despolariza, lo que nos indica que son
células que no se encuentran en buenas condiciones y/o que estan muriendo. Por
esta razon se decidid estudiar solamente la poblacion de lado derecho (Figura 8a)
y de esta manera nuestros graficos representaban solamente a las células con la
respuesta a la valinomicina esperada (Figura 8b), y asi nuestro valor de lamedia

geomeétrica no se sesgaba.
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Figura 8. Seleccién de la poblacion a estudiar. Para evitar el sesgo de datos se decidié

analizar solamente la poblacion que responde a valinomicina, es decir, la que se

hiperpolarizaba ante la adicidon de valinomicina. a) establecimiento del cuadrante DiSC ++

que incluye solamente a las células que responden a valinomicina, b) grafico de

distribucion de las células con distribucion normal.

Pagina | 30



Resultados y Discusion

8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Cinética BCECF, AM

Debido a que el BCECF es permeable a la membrana, éste se incorpora y
permanece en el espacio citoplasmatico. Para conocer el comportamiento y
fluctuaciones de los fluoréforos en el tiempo se realizé la curva de calibracién de
BCECF. Las células se cargaron en MRH y en HAM’s para ver si habia alguna

diferencia durante 10 minutos, haciendo una adquisicion cada minuto.

Para poder comparar las diferentes curvas, se normalizaron las unidades
arbitrarias de fluorescencia (UAF), siendo 1 el primer valor de las UAF para cada
curva. En la Figura 9 se muestra el promedio normalizado de las UAF + error
estandar.

Cambio en las UAF de BCECF (%)
=
]
|

i —e— MRH
o5 —B— HAM's

Tiempo {(m)

Figura 9. Cinética de BCECF, AM. Se cargaron las células con BCECF
en MRH (en negro) y en HAM's (en azul) durante 5 minutos,
posteriormente se lavaron y se prosiguié con la adquisicion. Se adquirieron

10 000 células cada minuto, durante 10 minutos. N=4

Como se puede observar el la Figura 9 EIl BCECF no es perfectamente

estable, sin embargo, nunca aumenta o disminuye mas de 4%, esto resultado es
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importante para poder discutir las respuestas a nuestras condiciones

experimentales.

Al no observar diferencias significativas entre cargar las células con el

fluoréforo en MRH y HAM's, se decidié cargar en HAM’s.
8.2 Cinética DISC; (5)

El DISC es un colorante catiénico que se particiona entre el medio
extracelular e intracelular dependiendo del potencial eléctrico de la célula. Para
determinar el tiempo necesario para su particion se realizé la curva de calibracion
para cada donador antes de comenzar con el experimento, tanto para células
capacitadas como no capacitadas. En la Figura 10 se muestra el promedio
normalizado de las UAF + error estandar, se establecié como 0 la adquisicidon sin

fluoréforo. Se adquirieron 10 000 células cada minuto durante 10 minutos.

[l
i
|

Incremento en las UAF de DISC

—&— Mo capadtados
—— Capadtados

1m im om im 9m
Tiempo
Figura 10. Cinética de DiSC; (5). Se cargaron las células con DiSC vy se
prosiguié con la adquisicion. Se adquirieron 10 000 células cada minuto,
durante 10 minutos, tanto en células capacitadas (en verde) como no

capacitadas (en rojo). N=8
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Una vez hecha la curva de calibracion se comenzé con el experimento, en el
cual, dependiendo del donador, la adquisicion se llevé a cabo aproximadamente a

partir del minuto tres, donde el DiSC es mas estable.
8.3 Cinética Valinomicina

Asi mismo se realizé la curva de calibracion de la valinomicina para saber en
qué momento después de la adicion de valinomicina se llega al maximo de

hiperpolarizacion inducida, y asi saber en qué minuto adquirir las células.

En la Figura 11 se muestra el promedio normalizado de las UAF t error
estandar, se establecio como 0 la adquisicion sin valinomicina. Se adquirieron 10

000 células cada minuto durante 5 minutos.

Esta cinética determiné que la accidon de la valinomicina es inmediata, es
decir, la valinomicina induce la maxima hiperpolarizacion enseguida de ser

afiadida. Los experimentos se realizaron dejando incubar la valinomica un minuto.

= = =
-+ o oo [y

Cambio en las UAF de DISC

=
]
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Sin valinomicing 0.5m 1m 2m im 4m am
Tiempo
Figura 11. Efecto de la valinomicina. Se le adiciono valinomicina 2 pM a
células cargadas con DiSC, La primera adquisiciéon se hizo a los 30
segundos, y después se realiz6 una adquisicion cada minuto durante 5

minutos. N=4
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8.4 pH intracelular

La regulacion del pH; es esencial para la funcion celular, es critico para la
actividad de enzimas (Perez-Sala et al. 1995) y el transporte de iones (Masuda et
al. 1998). La difusion pasiva de iones esta basada en sus gradientes
electroquimicos y depende de su permeabilidad. La ecuacién de Nernst predice el
Vm que se alcanza cuando se llega al equilibrio de Donnan; si estos calculos se
realizan para H®, el nivel predicho de pH; cuando el pH., es 7.4 es de
aproximadamente 6.4, considerablemente mas bajo que el pH; medido bajo estas
condiciones. De ello se deduce, por lo tanto, que existen mecanismos que regulan
el pH;, y lo mantienen a un nivel por encima del predicho por el gradiente
electroquimico (Boyer & Hedley 1994). En particular, los espermatozoides tienen
un pH; de 6.70 + 0.01 (Fraire-Zamora & Gonzéalez-Martinez 2004) y la
alcalinizacion citosolica es esencial para que ocurra la capacitacion (Vredenburgh-
Wilberg & Parrish 1995; Zeng et al. 1996; Cross & Razy-Faulkner 1997) y la RA
(Arnoult et al. 1996).

La medicion del pH; usando sondas fluorescentes representa una alternativa
para llevar a cabo estudios in situ. Sin embargo, al ser una técnica indirecta de
medicion de pH, nuestros resultados son en UAF, por lo tanto sélo podemos
reportar el cambio del pH; en porcentaje, o en UAF. Existen alternativas para
poder calibrar la medicion del pH;, y asi poder reportar los resultados en unidades
de pH, sin embargo, por cuestiones técnicas, en el presente trabajo se reportan

los resultados del pH; en porcentaje.

Al contar con las mediciones del pH; en espermatozoides capacitados y no
capacitados, se quiso hacer la comparacién para corroborar la alcalinizacién
durante la capacitacién, sin embargo, al llevar a cabo dicha comparacion se
observo que las UAF son de menor magnitud en los espermatozoides capacitados
que en los no capacitados, esto se puede explicar por la presencia de suero fetal
bovino en el medio capacitante, el cual absorbe BCECF, y como consecuencia las

UAF son menores en los espermatozoides capacitados. Por ésta razoén, para
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estudios posteriores se deberan considerar como no capacitados el tiempo cero
en condiciones capacitantes, para que de ésta manera todas las muestras estén

expuestas a la misma concentracion de albumina.

En la Figura 12 se muestran los resultados de un donador en el que si se
observd un aumento en la fluorescencia de BCECF en los espermatozoides
capacitados (Figura 12a), se normaliz6 el promedio de las UAF, estableciendo el

valor de los espermatozoides no capacitados como el 100% (Figura 12b).

a) b)
250 -: A B Capacitados
] I-ll @ Bl No capadtados
] | < s xn
. [ L
200 7] \ o
= ] |
2 ] \ Q
3 1] \ o
% 150 4 |I | ©
o \| <
g \ =)
£ J I\ p
5 1007 | | <
= 1 1 ll'.'l. -
4 Illll A [0}
50 ‘: 'III IIIIIII. '_g
“I I'I||I \ %
y (@)
V] I
T—=F r prray . T
10 1'3‘ 1I!-5

Condiciones

BCECF-A

Figura 12. Comparaciéon del pHi en espermatozoides no capacitados y
capacitados. La alcalinizacién citosdlica es esencial para que ocurra la
capacitacion espermatica. Se realizé la comparacién entre el pHi de los
espermatozoides no capacitados con el pHi de los espermatozoides
capacitados de un donador en el que si se observd un aumento de de la
fluorescencia del BCECF. a) Grafico de distribucion de las células en el que se
observa un aumento en la fluorescencia de BCECF en los espermatozoides
capacitados (en verde) a comparacion de los no capacitados (en rojo), b)
Grafica de barras en el que se compara el pHi de espermatozoides capacitados
y no capacitados +* error estandar. N=1 donador, 13 valores de promedio de
UAF. ***(P<0.001)

So6lo en uno de los ocho donadores se observd un aumento en la
fluorescencia de BCECF después de la capacitacion, y la diferencia fue

significativa (P<0.001). Nuestros resultados no contradicen lo ya reportado sobre
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la alcalinizacion citosolica durante la capacitacién, sino que por cuestiones
metodologicas no pudimos observar ésta alcalinizacion en todos los casos. Es
necesaria la calibracion de la fluorescencia para la medicion del pH; tanto en
condiciones capacitantes como no capacitantes, para poder reportar el pH en

unidades correspondientes y asi determinar la magnitud de ésta alcalinizacion.
8.5 Voltaje de membrana en reposo

Se sabe que en los espermatozoides de ratéon y bovinos, ocurre una
hiperpolarizacion de la membrana durante la capacitacién. Los espermatozoides
no capacitados de ratén y bovino tienen un voltaje de membrana aproximado de
-35 y -30 mV, respectivamente. En comparacion con los espermatozoides
capacitados de raton y bovino que tienen un voltaje de membrana aproximado de
-50 y -60 mV, respectivamente (Zeng, Y; Clark, E N; Florman 1995). A pesar de su
importancia, este evento no habia sido examinado de manera adecuada en los
espermatozoides de humano. Afos después se reportd que al igual que en los
espermatozoides de ratdn y bovino, en los espermatozoides de humano también
ocurre una hiperpolarizacion de la membrana en espermatozoides capacitados.
Siendo la diferencia entre capacitados y no capacitados significativa (Lopez-
Gonzélez et al. 2014).

Se realizd la calibracion de la medicién del voltaje de membrana (Vp)
obtenida en el citdémero de flujo, usando la ecuacion de Nernst (Ecuacién 1) para
ajustar el V, tedrico, y haciendo una regresién lineal (Figura 12) para calcular el

Vm experimental.

_ BT [Kle
Em =—In T (1)
Donde R es la constante de los gases (8.314472 J/K*mol), T es la
temperatura absoluta (en grados Kelvin), z es la cantidad de mol de electrones
que participan en la reaccion, F es la contante de Faraday (aproximadamente
96500 C/mol), In es el logaritmo neperiano, [K]e es la concentracion extracelular de

potasio y [K], es la concentracion intracelular de potasio.
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v = -6625.9x + 218870
R® = 0,585

00, D00

TT T T [T T T T [T T T T[T T T T[T T I T [TTTT[TTTT[TTTT]
=100 ] —ED =70 =& -&D =40 =30 =20
Vm tedrico

Figura 13. Ajuste lineal. Ejemplo representativo de cémo se llevd a cabo el
ajuste lineal. El eje x corresponde al V,, tedrico, y el eje y corresponde al
promedio de las UAF. Se realiz6 un ajuste lineal para poder obtener el Vm

experimental.

Se adquirié el control (Vm en reposo), y posteriormente se le adicioné
valinomicina para inducir una HP, que representa nuestro V,, mas negativo,
cercano al voltaje de equilibrio del potasio. Enseguida se le hicieron adiciones
consecutivas al MRH de KCI con diferente concentracioén (0.6, 1.5, 3, 6, 12 y 24
mM) para despolarizar la membrana. De esta manera conocemos la concentracién
extracelular de KCI, y podemos ocupar la ecuacién de Nernst para calcular el V,
tedrico, que ubicamos en el eje de las oordenadas y las UAF en el eje dependiente
(Figura 13). Posteriormente se realizé una regresion lineal para obtener el Vi,

experimental (x) con ayuda de la ecuacion de la recta (Ecuacion 2).

y=mx+b (2)
Despejando x nos queda:
_yb
x=2 (3)
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Donde y es el promedio de las UAF, b es la ordenada al origen y m es la
pendiente. Para obtener el V., de cada condicion experimental, el unico valor que

cambiamos en la Ecuacion 2 es el del promedio de las UAF (y).

Esta calibracion se realizé para cada donador, lo que nos permitidé obtener
el Vi, para cada condicion experimental, incluyendo el V., de reposo de cada
donador, tanto para espermatozoides capacitados como para no capacitados. En
general se observd que los espermatozoides capacitados estan mas
hiperpolarizados que los espermatozoides no capacitados, sin embargo, ésta
diferencia no fue significativa (Figura 14).

b)

50 M

@ Capacitados
B Mo capacditados

Numero de células

Voltaje de membrana (- m¥)

5 6
10 10
DISC-A Vm en reposo

Figura 14. Comparacion del Vm de reposo en espermatozoides no capacitados y
capacitados. Se adquirieron un total de 10 000 células por cada condicion experimental,
cargadas con BCECF 100 nM, DiSC; (5) 25 nM, y IP 100 nM. De todas las células
adquiridas se analizé la poblacion “DiSC++” (véase material y método) y que estaban
vivas (negativas para ioduro de propidio). a) Grafico de distribucién de las células
representativo de la comparacion entre el promedio de la UAF de espermatozoides
capacitados (en verde) y no capacitados (en rojo). b) Grafica de barras que muestra el
promedio del Vm de reposo de espermatozoides capacitados -44.8 mV (en verde) y no
capacitados -37.3 mV (en rojo) £ error estdndar. N=8 diferentes donadores, 104 valores de

V, en reposo. No hubo diferencia significativa.
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Nuestros resultados sugieren fuertemente que en general ocurre una
hiperpolarizacion de la membrana durante la capacitacion de los espermatozoides
de humano, como ya se habia reportado previamente (Lopez-Gonzalez et al.
2014). En promedio los espermatozoides no capacitados tienen un V,=-37.3 mV y
los espermatozoides capacitados tienen un V,,=-44.8 mV. Sin embargo, ésta

diferencia no fue significativa.

Al notar que nuestros datos no coincidieron con lo ya reportado (Lépez-
Gonzalez et al. 2014), es decir, al no ser una diferencia significativa comparando
el promedio de todos los donadores, se realizé la comparacion en cada donador,
comparando los espermatozoides capacitados y no capacitados del mismo

donador (Figura 15).

*%

B Mo capacitados
= Capacitados

Voltaje demembrana (-mV)

D1 D2 D3 D4 D5 Do o7 Da
Donadores

Figura 15. Comparacion del V., de reposo en espermatozoides capacitados y no
capacitados en cada donador. Se adquirieron un total de 10 000 células por cada
condicién experimental, cargadas con BCECF 100 nM, DiSC; (5) 25 nM, y IP 100 nM. De
todas las células adquiridas se analiz6 la poblacion “DiSC++” (véase material y método)
y que estaban vivas (negativas para ioduro de propidio). Grafica de barras que muestra
el promedio del V, de reposo de espermatozoides capacitados (en verde) y no
capacitados (en rojo) de cada donador + error estandar. N= 13 valores de promedio de
UAF por donador. *(P<0.05), **(P<0.01).
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Solo en dos de los ocho donadores (D1 y D4) se observdo una
hiperpolarizacion de la membrana significativa en los espermatozoides
capacitados. Por otro lado en uno de los ocho donadores (D7) se observo que los
espermatozoides capacitados estan despolarizados significativamente en

comparacion con los no capacitados.

Estos resultados explican por qué al comparar el promedio de todos los
donadores la diferencia no fue significativa, pues aunque en algunos donadores
los espermatozoides capacitados si estdn mas hiperpolarizados significativamente

en comparacion de los no capacitados, éste comportamiento no es general.

Sin embargo, aunque estos resultados no coinciden con lo reportado (Lépez-
Gonzalez et al. 2014), no podriamos decir cuales son los correctos, porque en
este caso se hizo la calibracion de la fluorescencia a valores de voltaje de
membrana experimentales y en los reportados no; aunque ellos tienen un mayor

numero de donadores evaluados.
8.6 Cambios en el V,, ante la adicion de controles

Para evaluar el efecto del vehiculo sobre el V, de las células, se adquirieron
10 000 células control (s6lo cargadas con los fluoréforos) y después se le adiciond
DMSO que fue el vehiculo para la valinomicina y la progesterona, y a otro tubo se
le adicion6 MRH que fue el medio en el que se resuspendid a los
espermatozoides. El control positivo para un estimulo hiperpolarizante de la
membrana fue la adicién de valinomicina, ya que al ser un ionéforo transportador
de potasio, favorece su flujo a favor de su gradiente de concentracién, es decir,
reduce la concentracién de K en el citoplasma (Voet & Voet 2010), sacando
cargas positivas y volviendo asi el voltaje de membrana mas negativo, el control

positivo para alcalinizacién fue la adicion de cloruro de amonio.

En la Figura 15 se observan los cambios en el V,, en espermatozoides no
capacitados al adicionar controles. Podemos observar que solamente la

valinomicina indujo una hiperpolarizacion en la membrana plasmatica de los
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Figura 16. Cambios en el voltaje de membrana (Vm) ante la adicién de controles en

espermatozoides no capacitados. Se adquirieron un total de 10 000 células por cada
condicién experimental cargadas con BCECF 100 nM, DiSC; (5) 25 nM, y IP 100 nM en
ausencia (control en rojo) o presencia (adicién) de DMSO (amarillo), MRH (rosa), NH,Cl 20 mM
(azul), valinomicina 2 yM (naranja) o progesterona 4 uM (morado). De todas las células
adquiridas se analiz6 la poblacion DiSC++ (véase 7.3.1) vivas (negativas para ioduro de

propidio). a) Graficos de distribucién de las células representativos de las respuestas ante las

adiciones. b) Grafica de barras que muestra el promedio del Vm de cada una de las

condiciones experimentales * error estandar. N=8 diferentes donadores. ****(P<0.0001).
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Figura 17. Cambios en el voltaje de membrana (Vm) ante la adicion de controles en
espermatozoides capacitados. Se adquirieron un total de 10 000 células por cada condicion
experimental cargadas con BCECF 100 nM, DiSC; (5) 25 nM, y IP 100 nM en ausencia (control
en verde) o presencia (adicion) de DMSO (amarillo), MRH (rosa), NH4Cl 20 mM (azul),
valinomicina 2 uyM (naranja) o progesterona 4 uM (morado). De todas las células adquiridas se
analizé la poblaciéon DiSC++ (véase 7.3.1) y que estaban vivas (negativas para ioduro de
propidio). a) Graficos de distribuciéon de las células representativos de las respuestas ante las
adiciones. b) Grafica de barras que muestra el promedio del Vm de cada una de las
condiciones experimentales * error estandar. N=8 diferentes donadores. *(P<0.05),
****(P<0.0001).
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espermatozoides (=-100 mV), sin embargo, el resto de los compuestos probados
no lo hicieron. La progesterona no indujo una hiperpolarizacion de la membrana
significativa, esto se puede deber a que la progesterona aumenta la concentracion
intracelular de calcio (Lishko et al. 2011), y la entrada de calcio provoca que el

interior de la membrana se vuelva menos negativo.

Lo anterior también se realiz6 en espermatozoides capacitados. Notamos en
la Figura 16 que tanto la hiperpolarizacion de membrana inducida por valinomicina

(Vm=-100 mV) como por Pg (Vm=-60 mV) fueron significativas.

Se puede obervar en las Figuras 16 y 17 que los controles correspondientes a
progesterona de no capacitados, y a valinomicina y progesterona de capacitados
son significativamente diferentes a los controles anteriores. Esta diferencia fue
evidente hasta que se analizaron y graficaron todos los experimentos. La
explicacion a dicha diferencia reside en que durante el proceso experimental no se
realizaron lavados al CMF después de pasar una muestra que contenia
valinomicina, por lo que el remanente de valinomicina que queda en la tuberia del
citometro fue suficiente para hiperpolarizar las muestras posteriores. Este error
experimental nos servira para mejorar los protocolos siguientes. Es importante
mencionar que una vez que se identifico éste problema se volvid a analizar y
graficar los resultados sin tomar en cuenta los datos contaminados con

valinomicina.
8.7 Variacion del V,, durante su calibracion

La calibracion de los valores de fluorescencia a valores de V, se realizd
como se describié en el apartado 7.11 y 8.5. En la Figura 18 se puede observar
que al adicionar valinomicina ocurre una hiperpolarizacion de la membrana y al
adicionar diferentes concentraciones de KCI (3, 6, 12 y 24 mM sobre la
concentracion del potasio extracelular basal) se va despolarizado la membrana
poco a poco. Tanto en espermatozoides no capacitados como capacitados el
comportamiento del V, es igual, y es predicho por la ecuacién de Nernst. Por
ejemplo, ante la dltima adicion se tiene una [K']e=49 mM, [K']i=120 mM y un
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voltaje de membrana experimental promedio de =-20 mV. Segun la ecuacién de
Nernst el voltaje de membrana tedrico para estas condiciones esta dado por la

Ecuacion 1.

Teniendo en cuenta los valores de las constantes universales Ry F en la
ecuacion de Nernst, el factor 2,302 para el cambio de logaritmo neperiano a
logaritmo decimal y teniendo una temperatura de 310 °K la ecuacion se reduce a:

Em = 61.5 Log10 (=) = —23.9 mV/ (4)

Nuestros valores experimentales durante la calibracién del V,, son muy
parecidos con los tedricos. Esto es debido a que el voltaje de equilibrio del potasio
es muy parecido al voltaje de membrana en reposo. En realidad, si se conoce la
concentracion intracelular y extracelular del potasio se puede calcular el valor
aproximado del voltaje de membrana utilizando la ecuacién de Nernst. Sin
embargo, el Vi, en reposo no es idéntico al voltaje de equilibrio del potasio, debido
a que la membrana no es exclusivamente permeable al potasio, sino también a

otros iones como el Na* y el CI".

Es decir, la membrana celular separa una solucibn acuosa en dos
compartimientos (I y E) (Levy et al. 2006). Un ion X se encuentra mas concentrado
en uno de los compartimentos, supongamos el caso del potasio que se encuentra
mas concentrado en el lado | que en lado E. Si no existiese una diferencia de
voltaje entre ambos lados, el K tenderia a difundir de | a E por su gradiente de
concentracion, igual que lo haria una molécula no cargada. Sin embargo, si el lado
| es eléctricamente negativo con respecto al lado E, el potasio ya no difundiria
solamente por su gradiente de concentracion, sino que ahora el K también fluye en
el sentido contrario (de E hacia |) por la diferencia de voltaje a través de la

membrana (Figura 19).

Pagina | 44



Resultados y Discusion

a) 4 . b)
1 3 Control 1 1 Contral
Valinomicina 300 = Valinomicina
250 ] CJ kol 3mm | B ki3 mm
i KECl & mh KCI6 mhd
1 Kl 12 M 1 B ket 12 mi
B 200 1 ] kel 24 mM E 1 [ kel 24 mM
= 1 L
o T% 200 =
5 150 = a 1
e e |
ar o
- - & 1
= 1007 - E—
0 Jj ]
: 0 —.—,-Pv—=/ <
0 —|—|-|-1'-"F-'i---—--|-' RAL -
10° 10°
c) 90— .
: s " = =Vm tedrico
¥ * BV experimental no capacitados
'B‘ﬂ = e L | m Vm experimental capacitados
\
S &
E 70—
— s .
z -
60— ..
[t e
E %
b
o 50 + 59
E >
[ - 4
S 40 <.
o B
E ) — } ““\
o .
= Y
20 = ¥
| I | | | I
Basal Valino KCI3mM  KCIEmM  KCHZ2mM  KCL24 mM
Adiciones

Figura 18. Curva de calibracion de la fluorescencia a valores de voltaje de membrana en

espermatozoides de humano no capacitados y capacitados. Se adquirieron un total de 10

000 células por cada condicién experimental cargadas con BCECF 100 nM, DiSC3; (5) 25 nM, y

IP 100 nM, posteriormente se le adiciono valinomicina seguido de adiciones consecutivas de

KCI (3, 6, 12, 24 mM). a) Grafico de distribucion de las células representativo del cambio en las

UAF ante las adiciones en espermatozoides no capacitados y b) capacitados. c) Grafica de

dispersion que muestra el V,, tedrico (linea punteada) y el promedio del V,, experimetal de

espermatozoides no capacitados (en rojo) y capacitados (en verde) * error estandar. N=8

diferentes donadores.

Pagina | 45



Figura 19. Gradiente electroquimico de los principales iones que
influyen en el V,,. Se muestra el gradiente por concentracién (linea
continua morada) y el gradiente eléctrico (linea discontinua en azul) del

potasio, sodio y cloruro.

El valor cuantitativo que permite comparar las contribuciones relativas de las
diferencias de concentracién ionica y de potencial eléctrico se denomina

diferencia de potencial electroquimico (Au) de un ion, y se define como:
A (X) = 1 (X) = g = RTIn 2+ 2F (E; — Ep) (5)

Donde Au (X) es la diferencia de potencial electroquimico del ion entre los

lados | y E de la membrana, R es la contante de los gases ideales, T es la

[X];

temperatura absoluta, lnﬁ es el logaritmo neperiano de la relaciéon de
E

concentracion del ion a ambos lados de la membrana, z es el numero de la carga
del ion en cuestidn, F es la contante de Faraday y (E; — Eg) es la diferencia de

potencial eléctrico a través de la membrana (Levy et al. 2006).

Por lo tanto el sentido del desplazamiento neto de un ion X depende tanto
de la diferencia de concentracion como de la diferencia de voltaje. Comparando
ambas tendencias (de concentracién y eléctrica) se puede predecir el movimiento
neto del ion X (Levy et al. 2006). De esta manera, si se modifica el voltaje de
membrana y la concentracién de iones, también se modificara el sentido del

desplazamiento neto de los iones en cuestion.

Pagina | 46



Resultados y Discusion

Los cationes tienden a desplazarse espontaneamente del voltaje menos
negativo al mas negativo (Levy et al. 2006) y los aniones del voltaje mas negativo
al menos negativo. El termino Apy se define como el potencial electroquimico del
ion en el lado | menos el del lado E. Si Ay es positivo, entonces los cationes se
desplazaran de | hacia E y los aniones de E hacia I. Si Ay es cero, entonces los
iones no tendran una tendencia neta a moverse. Si Ay es negativo, entonces los

cationes se desplazaran de E hacia | y los aniones de | hacia E.

En la ecuacién 4 Ap se puede interpretar como la fuerza neta sobre el ion,
mientras que el logaritmo es la fuerza provocada por la diferencia de
concentracion, y zF(E; — Eg) es la fuerza originada por la diferencia de potencial
eléctrico. Cuando las dos fuerzas son iguales y opuestas no hay una fuerza neta
sobre el ion y por lo tanto no habra desplazamiento del mismo, y se dice que el ion
esta en equilibrio electroquimico a través de la membrana. En equilibrio Ay es

igual a cero. Por lo tanto de la Ecuacién 5 se tiene:

A =RTIn 2 4 2F(E, —Ep) =0 (6)
[X1g

Despejando zF(E; — E;) se obtiene la ecuacion de Nernst (Ecuacion 1) (Levy et
al. 2006).

Hasta aqui podemos observar que son cosas diferentes el voltaje de
equilibrio de los iones (Ex)) y el voltaje de membrana en reposo (V). En la
practica, el voltaje de membrana en reposo esta mayormente influenciado por el
gradiente electroquimico de potasio a través de la membrana (Pocock & Richards
2005), sin embargo, la membrana celular no es exclusivamente permeable al
potasio, por lo que el voltaje de membrana esta determinado también por el
gradiente electroquimico de otros iones, principalmente sodio y cloruro. Por lo que
si se modifica el voltaje de equilibrio de alguno de estos iones (sodio, potasio y

cloruro), también se modificara el voltaje de membrana.
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Figura 20. Inhibicion de la hiperpolarizaciéon de la membrana inducida por valinomicina modificando el
K" extracelular en espermatozoides no capacitados. Se adquirieron un total de 10 000 células por cada
condiciéon experimental cargadas con BCECF 100 nM, DiSCs (5) 25 nM, y IP 100 nM para cada condicion
experimental, posteriormente se le adiciono KCI (0.6, 1.5, 3, 6, 12, 24 mM), siendo cada concentraciéon una
condicion experimental diferente, después de agregar KCI se le adiciono valinomicina. Se muestran los
graficos de distribucion de las células representativos del cambio en las UAF ante las adiciones y una grafica

de barras que muestra el promedio del Vi, experimetal ante las adiciones + error estandar. N=8 diferentes
donadores.
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Para evaluar la contribucion del canal de protones H,1 a la alcalinizacién
citosdlica se indujeron despolarizaciones de la membrana, esto mediante la
adicion de KCI. Hay reportes en los que se logra una despolarizacién de la
membrana con una adiciéon de KCI 30 mM (Linares-Hernandez et al. 1998; Fraire-
Zamora & Gonzalez-Martinez 2004). Nosotros hicimos el experimento iniciando
con una concentracion de 0.6 mM de KCI. En las Figuras 20 y 22 se observa que
las primeras adiciones de KCI (0.6, 1.5 y 3 mM) provocan una hiperpolarizacién de
la membrana, y las concentraciones de 6, 12 y 24 mM inducen una

despolarizacion de la membrana.
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Figura 21. Modificacion del voltaje de equilibrio del K y del CI al
modificar la concentraciéon extracelular de KCI. Cuando la fuerza eléctrica
y quimica son iguales y opuestas no hay una fuerza neta sobre el ion y por lo
tanto no habra desplazamiento del mismo, y se dice que el ion esta en
equilibrio electroquimico a través de la membrana. Este es calculado con la
ecuacion de Nernst. [K']s=4, [K']=120 y [CI1.=125, [CI];=5.

Una posible explicacion a las hiperpolarizaciones observadas al agregar
KCI (0.6, 1.5 y 3 mM) es que al modificar la concentracion extracelular de Ky ClI
también cambian el Ex y el E¢ (Figura 21), y por lo tanto el de la membrana. Es

decir, aunque el Ex se haga menos negativo, el E¢| se vuelve mas negativo y es
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Figura 22. Inhibicion de la hiperpolarizaciéon de la membrana inducida por valinomicina modificando el
K" extracelular en espermatozoides capacitados. Se adquirieron un total de 10 000 células por cada
condiciéon experimental cargadas con BCECF 100 nM, DiSCs (5) 25 nM, y IP 100 nM para cada condicion
experimental, posteriormente se le adiciono KCI (0.6, 1.5, 3, 6, 12, 24 mM), siendo cada concentracién una
condiciéon experimental diferente, después de agregar KCI se le adiciono valinomicina. Se muestran los
graficos de distribucion de las células representativos del cambio en las UAF ante las adiciones y una grafica

de barras que muestra el promedio del Vi, experimetal ante las adiciones + error estandar. N=8 diferentes
donadores.
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por esto que en las primeras adiciones el Vy, se hiperpolariza debido a que el Eg

se vuelve mas negativo.

Por otro lado se puede observar en la Figura 21 que el Ex y el Eg se
comienzan a separar a partir de la adiciéon de KCI 3-6 mM, es en éste punto en el
que ya no se observa una hiperpolarizacion de la membrana y comienza a
despolarizarse debido a que el Ex se hace cada vez menos negativo y el E¢ ya no
disminuye demasiado, por lo que el V, ahora se determina mayormente por el Ex

Al adicionar valinomicina lo que se hace es favorecer el flujo electroquimico
del potasio, es por esto que la hiperpolarizacion de la membrana se hace mas
evidente al adicionar valinomicina pues acelera y aumenta la despolarizacion

inicial provocada por la adicion de KCI 24 mM.
8.8 Controles experimentales para la variaciéon en el pH..

La progesterona (Pg) es una hormona esteroide liberada por las células del
cumulo que rodean el 6vulo. Es un potente estimulador de los espermatozoides
humanos. Atrae a los espermatozoides hacia el 6vulo y les ayuda a penetrarlo
(Publicover et al. 2007). La progesterona provoca multiples respuestas fisioldgicas
dependientes de Ca*" esenciales para la fecundacion (Eisenbach & Giojalas
2006). Ya se ha demostrado que la Pg aumenta rapidamente la concentraciéon
libre de calcio intracelular y posteriormente inicia la RA en el espermatozoide

humano capacitado (Garcia & Meizel 1996).

Para evaluar el efecto de los vehiculos sobre el pH; de las células, se
adquirieron 10 000 células control (s6lo cargadas con los fluoréforos) y después se
le adicioné6 DMSO que fue el vehiculo para la valinomicina y la progesterona. A
otro tubo se le adicion6 MRH que fue el medio en el que se diluyeron los
espermatozoides. El control positivo para alcalinizacion citosélica fue la adicion de

NH4CI (Arnoult et al. 1996) y progesterona como control fisioldgico (Figura 22).
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Figura 23. Cambios en el pH intracelular (pHi) ante la adicion de vehiculos y controles
positivos en espermatozoides de humano no capacitados y capacitados. Se adquirieron un
total de 10 000 células por cada condicion experimental cargadas con BCECF 100 nM, DiSC; (5)
25 nM, y IP 100 nM en ausencia o presencia (adicion) de DMSO (amarillo), MRH (rosa), NH,CI 20
mM (azul), valinomicina 2 pM (naranja) o progesterona 4 uM (morado). De todas las células
adquiridas se analiz6 la muestra que incorporé el BCECF y estaban vivas (negativas para ioduro
de propidio). Se muestran gréficos representativos de la distribucion de las células de las
respuestas ante las adiciones en espermatozoides no capacitados (de lado izquierdo) y
capacitados (de lado derecho) y grafica de barras que muestra el promedio del porcentaje de
cambio de la intensidad de fluorescencia normalizado con respecto al control de cada una de las
condiciones de espermatozoides no capacitados (en rojo) y capacitados (en verde) * error
estandar. N=8 diferentes donadores. *(P<0.05), **(P<0.01),****(P<0.0001).

En la Figura 22 se observan los cambios en el pH; en espermatozoides de

humano capacitados y no capacitados al adicionar vehiculos y controles. Se
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puede observar que la alcalinizacion por NH4Cl fue en promedio de
=~55% en espermatozoides no capacitados. La progesterona también
aparentemente induce una alcalinizacién significativa =10%, que pudiera ser
resultado de alguna de las multiples respuestas fisiolégicas que induce en el

espermatozoide como la RA.

El protocolo anterior también se realizé en espermatozoides capacitados.
Notamos que tanto la alcalinizacién inducida por NH4Cl (=38%) como por Pg
(=5%) fueron de menor magnitud que la producida en espermatozoides no
capacitados. Esto se puede atribuir a que durante la capacitacion hay un aumento
en el pH intracelular (Nixon & Aitken 2009; Fraser 2010). Por lo tanto, los
espermatozoides capacitados tienen un pH; mas alcalino que los no capacitados y
el maximo de alcalinizacion posible disminuye en los espermatozoides

capacitados.

En la Figura 23 se observan los cambios en el pH; de los espermatozoides
capacitados al adicionar vehiculos y controles. A diferencia de los
espermatozoides no capacitados, en los espermatozoides capacitados la
progesterona no indujo una alcalinizacion intracelular, pues los espermatozoides

capacitados ya tienen un pH; mas alcalino que los no capacitados.
8.9 Variacién del pH; al cambiar el V,,

La calibracion de la medicién del V., se realizé como se mencion6 en el
apartado 8.5, al mismo tiempo se evalué el cambio del pH; durante ésta
calibracion. En la Figura 24 podemos observar que al adicionar valinomicina
ocurre una alcalinizacion citosolica, es decir, la hiperpolarizacién indujo una
alcalinizaciéon, lo que nos sugiere la actividad del intercambiador Na*/H*, sin
embargo, no fue significativa. Al hacer las adiciones consecutivas de KCI, se
observa que va aumentando el pH;, que aunque la membrana se comienza a
despolarizar, aun sigue hiperpolarizada (con respecto al Vy, en reposo) (Figura
24), pero de igual manera ninguna de éstas fue significativa. Sélo fue significativa
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Figura 24. Variaciéon del pH; al cambiar el voltaje de membrana en espermatozoides de

humano no capacitados y capacitados. Se adquirieron un total de 10 000 células por cada
condicién experimental cargadas con BCECF 100 nM, DiSC; (5) 25 nM, y IP 100 nM,

posteriormente se le agregd valinomicina seguido de adiciones consecutivas de KCI (3, 6, 12, 24

mM). a) Grafico de distribucion de las células representativo de la variacion del pH; ante las

adiciones en espermatozoides no capacitados y b) capacitados. c¢) Grafica de dispersién que

muestra el promedio del porcentaje de cambio de la intensidad de fluorescencia normalizado con

respecto al control en espermatozoides no capacitados (en rojo) y capacitados (en verde) + error

estandar. N=8 diferentes donadores. *(P<0.05) respecto al control.
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la alcalinizacion registrada ante la adicion de KCI 24 mM (Figura 24), que
corresponde a una despolarizacion de la membrana (con respecto al Vp, en

reposo), lo que nos sugiere la actividad del canal de protones H,1.

Lo anterior coincide con lo reportado previamente (Linares-Hernandez et al.
1998; Fraire-Zamora & Gonzalez-Martinez 2004), en donde después de la adicion
de valinomicina, la adicion de KCI 30 mM induce una alcalinizacién intracelular
ligera y un aumento en la ligera y un aumento en la [Ca®'].

Algo similar ocurrio en los espermatozoides capacitados, al anadir
valinomicina se registré una alcalinizacién citosélica, sin embargo, al igual que en
los espermatozoides no capacitados, ésta no fue significativa. Solo fue significativa
con respecto al control la alcalinizacién intracelular al adicionar KCI 24 mM, que

corresponde a una despolarizacion (Figura 24).

A un pH intracelular de 5.5 y un pH extracelular de 7.4, el umbral de
activacion de Hv1 es de aproximadamente -60 mV (Lishko et al. 2010). Sin
embargo, el pH; de los espermatozoides es mas alto que 5.5, por lo que el umbral
de activacion de H,1 es menos negativo (Lishko & Kirichok 2010), ésto ultimo se
corrobord en el presente estudio, como se puede observar en la Figura 24 se
observa una alcalinizacion intracelular significativa (adicion de 24 mM)
correspondiente a un V, ~ -25 mV (Figura 17), lo que nos sugiere que ante ese

cambio en el V., H,1 se activo.

En las Figuras 23 y 24 se observa que la alcalinizacion inducida por
hiperpolarizacion (adicion de valinomicina) no es significativa estadisticamente,
coincidiendo con lo reportado anteriormente (Linares-Hernandez et al. 1998;
Fraire-Zamora & Gonzalez-Martinez 2004). Estos resultados sugieren que la
participacion del intercambiador Na*/H* en la alcalinizacion citosdlica es pequefia,
sin embargo, es una via de regulacion del pH; muy importante, pues es esencial
para la funcion espermatica ya que su eliminacién causa infertilidad en ratones
macho debido a un defecto severo en la movilidad del espermatozoide (Wang et
al. 2003).
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8.10 Variacion del pH; ante las adiciones de KCI

Hay reportes en los que se informa que 30 mM de KCI induce una
alcalinizacion intracelular ligera (Linares-Hernandez et al. 1998; Fraire-Zamora &
Gonzalez-Martinez 2004). Es por esto que para evaluar la contribucién del canal
de protones H,1 a la alcalinizacion citosdlica, se indujo la despolarizacién de la
membrana mediante la adicién de diferentes concentraciones de KCI (0.6, 1.5, 3,
6, 12 'y 24 mM).

La alcalinizacion intracelular es de gran importancia, pues un aumento en el
pH; es esencial para que se lleve a cabo la fecundacion ya que esta relacionado
con el aumento de la concentracidn del calcio intracelular, evento obligatorio para
la RA.

En general podemos observar que la alcalinizacion inducida por
despolarizacion es mayor que la alcalinizacién inducida por hiperpolarizacién, lo
que nos sugiere que la actividad de H,1 es mayor que la actividad del
intercambiador Na*/H*. Es decir, el canal de protones H,1 es quien contribuye en

mayor medida a la alcalinizacion celular.

Una diferencia notable entre espermatozoides capacitados y no capacitados
es que en los espermatozoides no capacitados al agregar valinomicina después
de agregar KCI, es decir, al inducir una hiperpolarizacion después de una
despolarizacion, se observa una disminucion del pH; (Figura 25), lo que indica la
existencia de un mecanismo de recuperacion del pH; tras la alcalinizacion
intracelular. Mecanismo que al parecer no esta presente en los espermatozoides
capacitados, pues aun después de agregar valinomicina continua la alcalinizacion
intracelular (Figura 26). Como ya se menciond, la alcalinizacion intracelular en los
espermatozoides es esencial para que ocurra la RA (Arnoult et al. 1996). Por esta
razon es posible que el mecanismo de recuperacion del pH; que se observa en los
espermatozoides no capacitados no se observa en los espermatozoides
capacitados, pues esto inhibiria la RA.
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Figura 25. Variacion del pH; al cambiar el voltaje de membrana en espermatozoides no capacitados. Se
adquirieron un total de 10 000 células por cada condicién experimental cargadas con BCECF 100 nM, DiSCs
(5) 25 nM, y IP 100 nM para cada condicidon experimental, posteriormente se le adicioné KCI (0.6, 1.5, 3, 6,
12, 24 mM), siendo cada concentraciéon una condicién experimental diferente, después de agregar KCI se le
agreg6 valinomicina. Se muestran los graficos de distribucion de las células representativos del cambio en las
UAF ante las adiciones y una grafica de barras que muestra el muestra el promedio del porcentaje de cambio
de la intensidad de fluorescencia normalizado con respecto al control ante las adiciones * error estandar. N=8

diferentes donadores.
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Figura 26. Variacion del pHi al cambiar el voltaje de membrana en espermatozoides capacitados. Se
adquirieron un total de 10 000 células por cada condicion experimental cargadas con BCECF 100 nM, DiSC3
(5) 25 nM, y IP 100 nM para cada condicion experimental, posteriormente se le adicioné KCI (0.6, 1.5, 3, 6,
12, 24 mM), siendo cada concentracidon una condicidon experimental diferente, después de agregar KClI se le
agreg6 valinomicina. Se muestran los graficos de distribucidn de las células representativos del cambio en las
UAF ante las adiciones y una grafica de barras que muestra el muestra el promedio del porcentaje de cambio
de la intensidad de fluorescencia normalizado con respecto al control ante las adiciones * error estandar. N=8
diferentes donadores.
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8.11 Alcalinizacién inducida por hiperpolarizaciéon Vs

alcalinizacion inducida por despolarizacion

Se comparé la alcalinizacion intracelular inducida por el intercambiador Na*/H*
(hiperpolarizacion) con la inducida por el canal de protones H,1 (despolarizacion)
(Figura 26). Tanto en espermatozoides no capacitados como en capacitados se
observo que la alcalinizacién inducida por el canal de protones H,1 fue mayor que
la inducida por el intercambiador Na*/H*. Sin embargo, ésta diferencia sélo fue

significativa en los espermatozoides capacitados.

10 —
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g — Bl Mo capacitados

* o kekkk

Aumento en el pHi (%)

Hiperpolarizacion Desporlarizacion

Condiciones

Figura 27. Alcalinizacién citosélica inducida por hiperpolarizacién vs alcalinizacién
inducida por despolarizacion de la membrana en espermatozoides de humano. Comparacién
del promedio en porcentaje de la alcalinizacion intracelular inducida por hiperpolarizacion (a cargo
del intercambiador Na’/H") y la inducida por despolarizacién (a cargo del canal H,1) en

espermatozoides no capacitados (en rojo) y capacitados (en verde). *( P<0.05), ***( P<0.001).

Nuestros resultados coinciden con lo previamente reportado (Lishko & Kirichok
2010). En los espermatozoides de humano, el canal de protones H,1 es la
principal via de extrusion de H"™ que controla el pH; del espermatozoide. Y ésta

actividad es mayor en los espermatozoides capacitados (Lishko et al. 2010).
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La hipotesis inicial fue que “Los cambios en el potencial de membrana son
inversamente proporcionales a los de pHi en los espermatozoides de humano.
Una hiperpolarizacién de la membrana plasmatica de los espermatozoides induce
una alcalinizacion intracelular tanto en los espermatozoides no capacitados como
en los capacitados”. Debido a que se partié de la existencia del intercambiador
Na*/H*. Lo que sugiere que una despolarizacion de la membrana provocaria una
acidificacién intracelular. Sin embargo, durante la exploracién bibliografica y
durante el analisis de los resultados se encontro lo existencia del canal H,1 que
provoca una alcalinizacion intracelular inducida por una despolarizacion de la

membrana.
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9 CONCLUSIONES Y EXPECTATIVAS

Las observaciones de este trabajo de tesis nos permitieron corroborar algunos
resultados reportados previamente, en los que se utilizaron técnicas diferentes a
las ocupadas en éste trabajo. Por ésta razon podemos concluir que la citometria
de flujo representa una alternativa al estudio de la fisiologia espermatica que nos
brinda algunas ventajas sobre la electrofisiologia y la espectrofluorometria, entre
ellas, nos permite analizar simultaneamente multiples propiedades de las células
de manera rapida célula por célula y nos ofrece propiedades inigualables de
precision, sensibilidad, rapidez y el analisis multiparamétrico en un numero
estadisticamente relevante de células. Sin embargo, debido a que la citometria de
flujo también tiene desventajas ante la electrofisiologia (principalmente que es una
manera indirecta de medicién), se plantea que un estudio inicial con citometria de
flujo nos servira como panorama de algun fenbmeno en especial, que después se

puede complementar con otras técnicas.
Dicho lo anterior se tienen las siguientes conclusiones y expectativas:

» La citometria de flujo representa una alternativa viable para el estudio de la
fisiologia espermatica, pues nos permite analizar una cantidad
sorprendente de células en un tiempo muy corto, ademas, con la posibilidad
de medir varios parametros simultaneamente. Esta estrategia descarta a las
células muertas y aquellas que se marcan de manera significativamente
anormal con el fluoréforo, permitiéndonos asi, seleccionar la poblacion de
espermatozoides en la que se puede analizar la respuesta al estimulo de

interés sin sesgar los datos.

* La citometria de flujo posibilita la calibracién de la medicion del Vp,

permitiendo reportar el voltaje de membrana en mV y no en UAF.

» Existe una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica en los
espermatozoides de humano durante la capacitacion, sin embargo,

nuestros resultados indican que no es significativa.
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Una hiperpolarizacion de la membrana induce una alcalinizacion intracelular

posiblemente debida al intercambiador Na*/H".

Una despolarizacion de la membrana induce una alcalinizacion intracelular
posiblemente causada al canal de protones H,1, siendo mayor su actividad

en espermatozoides capacitados.

Nuestros resultados son consistentes con las observaciones previas que
sugieren que el canal de protones H,1 contribuye en mayor medida que el

intercambiador Na*/H" a la alcalinizacion citosolica de los espermatozoides.

Expectativas

Aumentar el numero de donadores.

Para un estudio mas elaborado es necesaria la calibracion de la medicion

del pH intracelular, para asi poder reportar el pH; en unidades de pH.

Estudiar mas a fondo la funcion del canal de protones Hv1 y el

intercambiador Na*/H" mediante farmacologia.
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10 ANEXO

10.1 BCECF, AM

El biscarboxi etilcarboxi fluoresceina, AM (BCECF AM) es un derivado de la
carboxifluoresceina. Este colorante es empleado para medir los cambios en el pH
citosdlico de una variedad de cululas células gracias a que es permeable a la
membrana celular debido a que tiene un éster de acetoximetilo (AM). El éster de
acetoximetilo del BCECF es una molécula no fluorescente que entra en las células
facilmente. Una vez dentro del citoplasma los grupos AM se escinden por la accion
de esterasas no especificas, produciendo la molécula BCECF altamente
fluorescente. Es un indicador de pH de doble excitacion radiométrica con un pKa
de 6.98. Las mediciones de pH intracelular con BCECF se realizan mediante la
determinacion de la relacion dependiente del pH con la intensidad de emision
(detectado a 525-535 nm) cuando el colorante se excita a =490 nm frente a la
intensidad de emision independiente del pH (por ejemplo, 640 nm) cuando se

excita en su punto isobéstico de =440 nm (Boyer & Hedley 1994).
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10.2DiSC; (5)

La sonda potenciométrica, DISC3 (5) es una carbocianina con una cola
corta de alquilo (C3). Este colorante catidonico se acumula en las membranas
hiperpolarizadas y se se particiona en la bicapa lipidica dependiendo de las cargas
negativas a cada lado intracelular y extracelular (ThermoFisher n.d.). Se utiliza como
una sonda fluorogénica para detectar y medir los cambios en el potencial eléctrico
transmembrana o configuraciones inducidas por agentes que alteran la
permeabilidad ionica de la membrana. Tiene una Aex 620 Nm; y una Aem 675 nm
(Sigma-Aldrich n.d.).

10.3IP

El ioduro de propidio (IP) no es permeable a las células vivas, por lo que se
utiliza comunmente para detectar las células muertas en una poblacion. IP es
ampliamente utilizado en microscopia de fluorescencia, microscopia confocal de
barrido laser, citometria de flujo, y fluorometria. Este compuesto es un producto
destacado para la investigacion de la apoptosis. Tiene una A 482 nm; y una
Aem 608 nm (pH 7.2) (Sigma-Aldrich n.d.)
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