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1. RESUMEN

Los espermatozoides de mamiferos deben pasar cierto tiempo dentro del tracto genital femenino
con el fin de adquirir la capacidad de fecundar al ovocito. A este proceso se le conoce como
capacitacion e involucra diversos cambios morfo-fisiologicos en el espermatozoide, que incluye
la elevacion del pH intracelular. Muchas de las proteinas y vias de sefalizacion esenciales para
la fecundacion son pH-dependientes. No obstante, se desconoce a detalle los mecanismos
moleculares que controlan el pH en los espermatozoides. En el presente trabajo se desarrollo
una novedosa estrategia utilizando citometria de flujo basada en imagenes para evaluar los
cambios de pH durante capacitacion con resolucion espacio-temporal a nivel de célula unica y
poblacional en espermatozoides humanos. Utilizando una molécula fluorescente sensible a pH
se compararon espermatozoides incubados en medio no capacitante con células incubadas en
medio suplementado con albumina y bicarbonato (capacitante) en diferentes tiempos. Se
encontrd que el pH aumenta en una subpoblacion de espermatozoides (~ 15 %) desde el primer
contacto con el medio capacitante. A los 30 minutos se alcanza el maximo de la poblacion con
pH mas alcalino (~ 20 %), y después de ese momento decrece hasta llegar a ~ 10 % la cual se
mantiene practicamente constante hasta las 6 h. En contraposicion, espermatozoides incubados
por 6 h en medio no capacitante no presentaron dicho aumento. Se encontr6é que este aumento
de pH se da de manera diferencial en espacio ya que este solo ocurre en la region de la cabeza
y la pieza principal, mientras que en la pieza media se mantiene constante durante todo el tiempo
de capacitacion. Se utilizaron herramientas farmacoldgicas para dilucidar los procesos y las
entidades moleculares que participan en la regulacién del pH. Se encontré que la entrada de
bicarbonato es esencial para que se dé la alcalinizacion durante capacitacion. Asimismo, al
bloquear el canal CFTR se abole dicha alcalinizacion pero solamente después de 1 h de
incubacion con el farmaco. Por otro lado, se obtuvo la primera evidencia de la participacion del
canal de protones Hv1 en el control del pH en espermatozoides humanos. Al bloquear este canal
no se presentd la alcalinizacion asociada a capacitacion. Adicionalmente, mediciones de
movilidad revelaron que el tanto el bloqueo del CFRT como del Hv1 impide que se desarrolle la
movilidad hiperactivada. Estos resultados sugieren la existencia de una regulacion fina vy
altamente compartimentada del pH intracelular durante la capacitacion que es regulada por

multiples entidades moleculares que esta directamente relacionada con la hiperactivacion.



2. SUMMARY

Mammalian sperm cells must spend some time inside the female reproductive tract to gain the
ability to fertilize. This process is known as capacitation and involves several morpho-
physiological changes including intracellular alkalization. Some of the main proteins and signaling
pathways involved in fertilization are pH-dependent; nevertheless, there is not a complete
knowledge about the molecular mechanisms that control intracellular pH in spermatozoa. In this
work we developed a novel strategy using image-based flow cytometry to evaluate intracellular
pH changes in a large population of cells, at subcelular level in different stages of capacitation.
Using human spermatozoa loaded with a pH-sensitive fluorescent molecule we compared the
intracellular pH levels of cells incubated in non-capacitating media with cells incubated in
capacitation conditions (supplemented with albumin and bicarbonate) from 0 to 6 h. We found a
small spermatozoa population (~15%) that becomes more alkaline since the first moment of
incubation with capacitation media. This alkaline population reaches its maximum at 30 min (~20
%), followed by a reduction of this population reaching the minimum at 60 min (~10 %) which
remains constant until the sixth hour of capacitation. The increase in pH was regionalized since
only the head and principal piece regions showed this alkalization, but not the midpiece where
the pH remained constant during all the capacitation time. We tried to distinguish the proteins and
processes involved in this capacitation-associated alkalization, and we found that the presence
of bicarbonate is essential for the pH increase. Using a specific inhibitor for CFTR we abolished
the capacitation-associated alkalization after >1 h of blocking, and the effect of CFTR blocking
was observed mainly in the head. We provide evidence for the first time that the Hv1 proton
channel is involved in this capacitation-associated pH increase. The effect of antagonist against
Hv1 only had effect in the flagellum region. We also performed motility measurements, and found
that bicarbonate transport, CFTR and Hv1 activities are necessary for develop hyperactivated
motility. These results indicate the existence of highly compartmentalized and regulated
processes during capacitation, and suggest a functional relationship between pH regulation and

motility.



3. INTRODUCCION

3.1. Fecundacion

La fecundacion es un proceso crucial para todos los organismos de reproduccion sexual. La
unién del gameto femenino (ovocito) y el masculino (espermatozoide) permite la combinacion de
dos genomas, dando origen a un nuevo organismo con caracteristicas genéticas unicas, que

sirven como fuente de variacion para asegurar la preservacion de la especie (Okabe, 2013).

El dialogo entre ambos gametos es de vital importancia, no obstante, el presente trabajo
se enfocara principalmente en estudiar algunos de los mecanismos que permiten el

funcionamiento adecuado de los espermatozoides.

3.2. El espermatozoide

Los espermatozoides se originan en los tubulos seminiferos dentro del testiculo durante el
proceso de espermatogénesis. Durante éste, las células pluripotenciales Illamadas
espermatogonias proliferan y se diferencian, dando origen a células haploides altamente
especializadas, las cuales una vez diferenciadas salen de los tubulos y se dirigen al epididimo

en donde maduran (Darszon et al., 2011).

Los espermatozoides maduros presentan una estructura compleja, que usualmente se
divide en dos regiones, la cabeza y el flagelo. En seguida se discutira en detalle las diferencias

morfoldgicas y funcionales que ambas poseen.

3.2.1. Cabeza

La cabeza de los espermatozoides humanos tiene una forma ovoide y aplanada, con una longitud
de alrededor de 4 uym. En su interior se localizan el acrosoma, el nucleo y la envoltura nuclear

redundante (Pesch y Bergmann, 2006) (Fig. 1).

El acrosoma es un tipo de vesicula especial que contiene, entre otros componentes,
enzimas hidroliticas, cuya liberacion es indispensable para que ocurra la fecundacion (Darszon
et al., 2011). El nucleo almacena el material genético haploide, el cual se encuentra altamente
compactado debido a que las histonas se han sustituido en su mayoria por protaminas (Balhorn,

2007). Finalmente, se encuentra una reminiscencia de la envoltura nuclear formada durante el
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proceso de espermatogénesis, cuya funcion propuesta es como un reservorio de calcio (Hoy

Suarez, 2003).

3.2.2. Flagelo

La funcion primordial del flagelo es generar el movimiento que le permitira al espermatozoide
desplazarse para alcanzar el sitio donde se encuentra el ovocito y asi poder fusionarse para
entregar el material genético contenido en el nucleo. En espermatozoides humanos, el flagelo se
encuentra contiguo a la envoltura nuclear redundante, mide entre 40 y 50 ym de longitud, y se

divide en tres piezas: media, principal y final (Pesch y Bergmann, 2006) (Fig. 1).

Acrosoma
(1]
o
g Nucleo
(&)
Envoltura Nuclear
Redundante
Mitocondrias
o R
O )
> S
T .
=,
-
0,
o
=
q 33
S o
LN

Figura 1. Esquema de la morfologia y regiones presentes en el espermatozoide humano. En la
cabeza se ilustran el nucleo, el acrosoma y la envoltura nuclear redundante. En el flagelo se
identifican la pieza media (donde se encuentran las mitocondrias), principal y final. Modificado

de (Singh y Rajender, 2015)

La pieza media es la porcion mas cercana a la cabeza, en ella se localizan entre 25y 100
mitocondrias ordenadas de forma helicoidal de tal manera que rodean al axonema (Bahr y Engler,
1970; John et al.,, 2000). Este ultimo esta conformado por una estructura de 9 pares de

11



microtubulos rodeando a un par central (estructura 9 + 2) que continua hasta el final de la pieza
principal. En la pieza final, la estructura tipo 9 + 2 se pierde y en su lugar se encuentran 18

microtubulos simples (Pesch y Bergmann, 2006; Inaba, 2011).

El movimiento del flagelo depende de la union de los compontes del axonema con las
dinein-ATPasas (Mohri et al., 2012). Para que se genere el movimiento flagelar, se requiere de
una regulacion fina del estado de fosforilacion de las proteinas del axonema, asi como de las

concentraciones de iones como Ca?* y H* (Mohri et al., 2012).
3.3. Procesos implicados en la fecundacién: la capacitacion

En 1951 los trabajos de Austin et al. y Chang, demostraron que para que los espermatozoides
sean capaces de fecundar deben de pasar por un proceso denominado capacitacion. Este
proceso se lleva a cabo en el tracto genital femenino (TGF) e implica una serie de cambios
bioquimicos y estructurales (Austin y Sakkas, 1951; Chang, 1951). Tras afios de estudio, se ha
determinado que durante este proceso ocurren fendmenos como: remocion del colesterol en la
membrana plasmatica (Gadella y Leahy, 2015), aumento de las concentraciones de HCOz3", Ca?*,
y pH intracelular (Darszon et al., 2011), activacion de multiples vias de senalizacién que incluyen
la fosforilacién de diferentes proteinas, especialmente en residuos de tirosina (Ickowicz et al.,

2012), hiperpolarizacién de la membrana plasmatica (Lopez-Gonzalez et al., 2014), entre otros.

Durante la capacitacion los cambios morfofisioldgicos tienen como consecuencia, entre otros,
dos procesos muy importantes sin los cuales no ocurriria la fecundacion in vivo: la movilidad
hiperactivada (HA), y la reaccion acrosomal (RA). La HA se caracteriza por mostrar un patron de
nado que presenta un batido flagelar asimétrico de gran amplitud que permite a los
espermatozoides tener un mayor desplazamiento en el ambiente viscoso del oviducto,
desanclarse del epitelio de la zona del istmo, para para pasar a través del cumulo o6foro que
rodea al ovocito, entre otras cosas (Suarez, 2008a; Darszon et al.,, 2011). Asimismo, la RA
consiste en la exocitosis del acrosoma, en donde quedan expuestas proteinas receptoras y
fusogénicas, que permiten el reconocimiento y unién especie especifico con el ovocito (Darszon
et al., 2011).
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3.4. El pHidurante el proceso de capacitacion

El control del pH intracelular (pHi) en el espermatozoide tiene una gran relevancia para que la
capacitacién ocurra de una manera adecuada, e inclusive, se considera que la alcalinizacion
intracelular es un indicador del estado de capacitacion (Nishigaki et al., 2014). En las secciones
siguientes, se comentan evidencias que se tienen con respecto a la participacién del pHien el
proceso de fecundacion o capacitacidn, asi como una breve descripcion de las proteinas que

pueden participar en el control del pHi.

Existen pocos reportes en donde se compare el pHi en espermatozoides humanos
capacitados contra aquellos directo del plasma seminal o incubados en medio no capacitante.
Cross y Razy-Faulkner, midieron el pHi a nivel poblacional mediante espectrofotometria
utilizando la sonda fluorescente sensible a pH BCECF y reportaron que existe un aumento de
pHi en espermatozoides capacitados durante 24 h (Cross y Razy-Faulkner, 1997). ARos mas
tarde, se demostré mediante citometria de flujo, y utilizando la misma sonda (BCECF), que existe
un aumento en el pHi en una poblacion de espermatozoides capacitados durante 13 h en
comparacioén con células incubadas en medio que no promueve la capacitacion (Lopez-Gonzalez
et al., 2014).

Aunque se ha demostrado la presencia de un aumento del pHidurante la capacitacién de
espermatozoides humanos, la funcion fisiolégica asi como los mecanismos moleculares que la
controlan aun no han sido del todo descritos. En las siguientes secciones se provee evidencia y
se discute la importancia de la alcalinizacion como factor necesario para modular la actividad de
diferentes canales i6nicos (tanto de Ca*? o K*) que son indispensables para la fecundacion, de
igual manera, la ausencia de algunas de las proteinas que podrian participar en el control del pHi

produce infertilidad.
3.5. Mecanismos de regulacion del pH intracelular en el espermatozoide

De acuerdo a la literatura, es posible que la homedstasis del pH intracelular en los
espermatozoides esté controlada por dos procesos: 1) el metabolismo del bicarbonato, y 2)
acarreamiento de protones. A continuacion, se hace un resumen de los mecanismos de

regulacion que se han reportado para humano, asi como algunos ejemplos en otras especies.
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3.5.1. Metabolismo de bicarbonato: transportadores de bicarbonato y anhidrasas

carboénicas

Los cambios en la [HCOs']i pueden causar una alcalinizacion intracelular debido al equilibrio de
la siguiente reaccién: H20 + CO2 «— HCOs + H*, la cual es catalizada por enzimas denominadas
anhidrasas carbonicas (CAs por sus siglas en inglés). De acuerdo al principio de Le Chartelier,
la direccion de la reaccién depende de las concentraciones de los sustratos. Un aumento en la
[HCOs]i, produciria una alcalinizacion intracelular, al utilizar los protones para generar COz y
agua. Dicho aumento puede ser causado por la accion de transportadores localizados en la
membrana plasmatica, o bien, el CO2 que difunde libremente puede ser transformado a HCO3
por accion de las CAs, y dependiendo de las concentraciones puede ser utilizado nuevamente

como sustrato de la reaccion (Casey, 2006; Liu et al., 2012).

Para el caso de las anhidrasas carbonicas, se ha reportado la expresion de algunas de
ellas en espermatozoides de humano y ratén, incluidas la CAl en la pieza media (Ali Akbar et al.,
1998; José et al., 2015), y CAll en la cabeza y pieza media (Parkkila et al., 1991; Mezquita, 1999;
José et al.,, 2015). Mientras que en ratones se ha encontrado la expresion de la CAIV en las tres
diferentes regiones del espermatozoide (Wandernoth et al., 2010), la CAXII (Halmi et al., 2004)
y la CAXIIl en la cabeza y la pieza media (Lehtonen et al., 2004). Su funcién exacta aun no se
conoce totalmente, pero el uso de bloqueadores generales contra estas enzimas generan efectos

negativos en la movilidad en espermatozoides humanos (José et al., 2015).

Nuestro grupo de trabajo ha identificado la expresion de algunas proteinas
transportadoras de HCOg3™ para el caso del espermatozoide de humano, como el canal CFTR que
participa activamente en el control del pHi y el potencial de membrana en espermatozoides
humanos durante la capacitaciéon (Puga-Molina et al., 2016), asi como del intercambiador
SLC26A3 y el SLC26A6 (Puga-Molina, datos no publicados). Por su parte, en otras especies se
han identificado la expresién y participacion tanto del CFTR y los transportadores SLC26A3 y
SLC26A6 en el control del pHi, y el potencial de membrana (Hernandez-Gonzalez et al., 2007;
Chavez et al., 2012). Cabe destacar que estudios de inmunolocalizacién han detectado la
presencia de estas proteinas unicamente en la zona de cabeza y la pieza media (Chavez et al.,
2012). Por otro lado, se ha detectado la expresién del transportador SLC26A8 en la region del
annulus (region conectora entre la pieza media y la pieza principal), ratones que carecen de este

transportador son infértiles debido a la falta de movilidad y deficiencias morfoldgicas en el
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espermatozoide (Touré et al., 2007). De igual manera, se ha detectado expresion del
intercambiador anionico SLC4A2/AE2 en la regidén de la cabeza, no obstante, la funcion exacta
en el espermatozoide aun no se ha determinado (Parkkila et al., 1993; Medina et al., 2003).
También, se ha reportado la presencia del co-transportador sodio bicarbonato (NBC), cuya
activacion esta involucrada en la hiperpolarizacion, y la fosforilacidon de proteinas durante la
capacitacion y posiblemente en el control del pHi (Demarco et al., 2003a), aunque su localizacion

aun no se ha determinado.

3.5.2. Acarreadores de protones

En el caso de las proteinas acarreadoras de protones, se ha demostrado la expresion del canal
de protones Hv1 restringida en la pieza principal de espermatozoides humanos. De manera
interesante, los espermatozoides capacitados presentaron una mayor corriente saliente de
protones, en comparacion con aquellos incubados en medio no capacitante (Lishko et al., 2010).
Lishko y colaboradores postulan que los bajos niveles de movilidad que presentan los
espermatozoides dentro del epididimo y post-eyaculacion se deben, entre otras cosas, a la alta
concentracion de zinc en este érgano y en plasma seminal, lo que contribuiria a reducir o inactivar
al canal Hv1, lo que produciria una disminucion del pHi. Una vez que el espermatozoide se
encuentra en el TGF la concentracion de zinc disminuye, lo que removeria el bloqueo del canal
produciendo una salida de protones y una alcalinizacion intracelular que podria estar relacionada
con la via de sefalizacion que culmina con la activacion de la movilidad (Lishko y Kirichok, 2010;
Lishko et al., 2010).

En espermatozoides de raton se ha encontrado la expresidén de proteinas pertenecientes
a la familia de intercambiadores Na*/H* (NHESs). La activacion de estos intercambiadores implica
que por cada ion de Na* que entra a la célula, un protén se libera al espacio extracelular,
generando asi una alcalinizaciéon. Se ha reportado la expresion del NHA1 (Liu et al., 2010)
especifica en testiculo, y el NHAZ2, (Liu et al., 2010; Chen et al., 2016) ambos localizados en la
region del flagelo. Cabe destacar que ratones que carecen de ambos intercambiadores son
infértiles (Chen et al., 2016). Por otro lado, se ha encontrado la expresion de otro miembro de
esta familia, llamado Intercambiador Na*/H* especifico del espermatozoide (sNHE) cuya
localizacion también esta restringida al flagelo, y su ausencia genera infertilidad (Wang et al.,
2003). Por lo anterior, se ha postulado que el sNHE es la entidad principal que controla el pHi

durante la capacitacion en espermatozoides de ratdén, mientras que en humanos no se ha
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detectado su participacion por lo que se postula que el canal Hv1 es el principal responsable
(Miller et al., 2015).

Otras proteinas acarreadoras de protones que pueden participar en el control del pHi son
algunas bombas como la ATPasa de calcio de la membrana plasmatica (PMCA4). Esta proteina
tiene como funcion mantener el balance de calcio intracelular mediante el bombeo de este ion
hacia el espacio extracelular (Singh y Rajender, 2015). Se ha demostrado que tras la hidrélisis
de ATP, la PMCA permite el ingreso de dos protones por cada ion de calcio liberado hacia el
exterior celular (Niggli et al., 1982), por lo cual puede participar como un mecanismo de
acidificacion celular. Su localizacion es unicamente en la region de la pieza principal, y asi como
el sNHE y otras proteinas, su ausencia genera infertilidad en ratones (Okunade et al., 2004;
Schuh et al., 2004; Al-Dossary et al., 2015; Andrews et al., 2015). Asimismo, se ha reportado la
expresion de la bomba de protones vacuolar (V-ATPasa), la cual se postula como un importante
regulador del pH en el interior del acrosoma en espermatozoides de ratén (Sun-Wada et al.,
2002), su activacion provocaria una acidificacion intra-acrosomal, y la consiguiente alcalinizacion

citoplasmatica.

3.5.3. Localizacion diferencial de las proteinas reguladoras del pHi

Como se menciond anteriormente, los patrones de expresion de las proteinas reguladoras del
pH intracelular exhiben una localizacion diferencial, es decir, los trasportadores de HCO3™ en
conjunto con las anhidrasas carbdnicas, se localizan principalmente en la cabeza y pieza media;
mientras que, los acarreadores de protones se localizan preferentemente en la pieza principal
(Fig. 2, Tabla 1, revisado en Liu et al., 2012). Aunado a la heterogeneidad funcional de todas
estas proteinas, su localizacion diferencial sugiere que existe una regulacion heterogénea del

pHia nivel espacial. No obstante, lo anterior, aun no ha sido comprobado.
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Tabla 1. Posibles reguladores del pHi en el espermatozoide de mamifero

Proteina  Sp Loc. Funcién Referencias

Al bloquearlo se impide la hiperpolarizacion,
SLC26A3 R, H PM, RA  asi como el aumento de [Cl]iy pHi asociados a
la capacitacion.

(Chavez et al., 2012),
Puga, et al., (NP)

No participa en el aumento de [Cl]ini la
SLC26A6 R, H PM, C hiperpolarizacién. Al bloquearlo no hay
aumento de pHi.

(Chavez et al., 2012),
Puga, et al., (NP)

SLC26A8 = An Ratones mutantt’es.son estériles de.blldo a (Touré et al., 2007)
defectos morfolégicos y en la movilidad.

SLC4A2 Rt, H SE N.D. (Parkkila et al., 1993)
Participa en la hiperpolarizacién y en la
NBC R ND fosforilacion de proteinas, asociadas a la (Demarco et al., 2003b)
capacitacion.

(Hernandez-Gonzalez et
al., 2007), (Xu et al.,
2007), (Chavez et al.,
2012), (Puga Molina et
al., 2017)
(Ali Akbar et al., 1998;
José et al., 2015)

Al bloquearlo se observan los mismos efectos

CFTR R, H SE, PM que se presentan al bloquear al SCL26A3.

CA Il R, H MP Posible participacién en movilidad.

CA Il R H MP. RA Genera mas de la mitad de la actividad de las (Parkkila et al., 1991;

CAs. Posible participacion en movilidad. José et al., 2015)
CA IV R SE, RA, Posible participacion en la movilidad y en la (Wandernoth et al.,
PP respuesta a COz extracelular. 2010)
CA Xl R RA N.D. (Halmi et al., 2004)
. L, - (Lehtonen et al., 2004;
CA XllI R, H PM Posible participacion en movilidad. José et al., 2015)
Posible regulador del pHila capacitacion.
sNHE R PP Ratones carentes de esta proteina son (Wang et al., 2003)
estériles.
Hv1 H PP Posible regulador del pHien la capacitacion (Lishko et al., 2010)
Participa en la regulacién de la homeostasis (Okunade et al., 2004;
C, RA, P 9 Schuh et al., 2004),

PMCA4 R, H de calcio intracelular. Su ausencia genera

MP, PP infertilidad debido a problemas de movilidad.

(Andrews et al., 2015)
(Al-Dossary et al., 2015)

V-ATPasa R RA Principal regulador del pH acrosomal. (Sun-Wada et al., 2002)
Tabla 1. Especie (Sp): R=ratén, H=humano, Rt=rata. Localizacion (Loc.): RA=regién acrosomal,
SE=segmento ecuatorial, PM=pieza media, An=Annulus C=Cabeza, PP=pieza principal. N.D.=no
determinado. Referencias: NP=datos no publicados.
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Figura 2. Localizacion diferencial de las proteinas que participan en la regulacion del pHi. Se observa que
las proteinas relacionadas con el transporte de HCOj3™ se localizan principalmente en la zona de la cabeza
o de la pieza media. A su vez, los acarreadores de protones tienen una localizacion en la regién de la
pieza principal. Para mas detalles y referencias ver texto y Tabla 1. *Indica expresion reportada en
humanos (modificado de Liu et al., 2012).

Al ser una célula practicamente carente de actividad transcripcional, la mayoria de las funciones
en el espermatozoide estan gobernadas por vias de transduccién de sefales dependientes de
los flujos idnicos (Darszon et al., 2011). La homeostasis del pHi es sumamente importante ya que
la actividad de muchas de las proteinas que participan en estas vias de sefalizacién son pH-
dependientes (Nishigaki et al., 2014).

3.5.4. El calcio y el pHi

El calcio es uno de los principales iones que gobiernan el comportamiento del
espermatozoide, ya que participa en el control de la movilidad, y de la RA. Se ha descrito que el
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canal de calcio especifico del espermatozoide (CatSper) como el principal regulador de la [Ca?*];
(Darszon et al., 2011; Sun et al., 2017). Cabe destacar que la expresion de las diferentes
subunidades que conforman al canal CatSper son exclusivas del espermatozoide y que ratones
que carecen de estas proteina son infértiles (Ren et al., 2001; Qi et al., 2007; Sun et al., 2017),
mientras que en humanos una mutacién por insercion en el gen Catsperl produce infertilidad
(Avenarius et al., 2009). De manera interesante, la conductancia del canal CatSper aumenta
considerablemente tras una alcalinizacion intracelular (Kirichok et al., 2006), lo que refleja la

importancia de la regulacion de la [H*]i en la funcidén espermatica.

La reaccidén acrosomal es un proceso muy importante en la funcionalidad espermatica, el
cual es dependiente del flujo de calcio hacia el interior del espermatozoide (Darszon et al., 2011).
Reportes obtenidos por nuestro grupo de trabajo demuestran que en el caso de espermatozoides
humanos, la RA esta precedida de una alcalinizacion del acrosoma. Adicionalmente, al incubar
a los espermatozoides en presencia de bases débiles con capacidad de acumularse en el
acrosoma, se produce una alcalinizacion intra-acrosomal que tiene como consecuencia la RA

(datos no publicados).

3.5.5. El potencial de membranay el pHi

La alcalinizacién durante capacitacion no solo activa a los canales CatSper, sino también
afecta drasticamente a los canales que contribuyen al control del potencial de membrana. Una
alcalinizacion produce una rapida hiperpolarizacién (en ratéon) que es mediada por una corriente
saliente de potasio (Iksper) que se origina en la pieza principal (Navarro et al., 2007). Las
evidencias sugieren que miembros de la familia de canales de potasio Slo, como Slo1
(Mannowetz et al., 2013) y/o Slo3 (Brenker et al., 2014; Lopez-Gonzalez et al., 2014), como
posibles responsables de dicha hiperpolarizacion en espermatozoides humanos. Al igual que
CatSper, la expresion de Slo3 es exclusiva de los espermatozoides, de igual manera su ausencia
causa infertilidad en ratones, y es activado por una alcalinizacion intracelular (Santi et al., 2010;
Zeng et al.,, 2011, 2013). Experimentos realizados por nuestro grupo de trabajo, utilizando
espermatozoides de ratdon, demostraron que la hiperpolarizacién de la membrana plasmatica es
necesaria y suficiente para producir la RA (De La Vega-Beltran et al., 2012). Asimismo, ratones
nulos para Slo3 no muestran la hiperpolarizacion de la membrana asociada a la capacitacion, y

no llevan a cabo la RA (Santi et al., 2010; Escoffier et al., 2015) y solamente al inducir una
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hiperpolarizacion artificial con valinomicina, se recuperan los niveles de RA inducida por el

ionéforo de calcio (A23187) en dichos ratones (Santi et al., 2010).

En ratones, estos dos eventos (aumento de la [Ca?'], y la hiperpolarizacion de la
membrana plasmatica) estan funcionalmente relacionados (Chavez et al., 2014). Es posible que
la regulacion de ambos, dependa de un control fino del pHi. Sin embargo, se desconoce si esto

ocurre igual en otros mamiferos.

3.5.6. Regulacién temporal de los eventos de la capacitacion

Lo anterior sugiere que la regulacion del flujo de calcio y el potencial de membrana, dependen
de una regulacién adecuada del pHi. Sin embargo, aun no se comprende por completo como el
pHi se relaciona con estos fendmenos. De igual manera, se desconoce si existe una secuencia
temporal o una diferencia espacial en la que ocurren estos cambios durante el contexto de

capacitacién en espermatozoides humanos.

Dados los resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo, se ha propuesto que la alta
concentracion de (HCOs) que existe en el TGF (o en el medio capacitante en experimentos in
vitro) produce un primer aumento del pHi. Esta alcalinizacién provocaria la activacion del canal
Slo3, lo que generaria una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica. Esto estimularia el flujo
de protones mediante el SNHE promoviendo una segunda alcalinizacion, la cual impulsaria el
funcionamiento de CatSper aumentando la [Ca?*]i, dando como resultado el desarrollo de la HA
(Chavez et al., 2014) (Fig. 3).

Por su parte, Miller y colaboradores (2015) proponen que existe una entidad aun no
descrita que provoca una despolarizacion en la membrana plasmatica que activa al canal Hv1
alcalizando el interior celular, lo que conlleva a la activacion de CatSper produciendo un aumento
en la [Ca?'], la cual estimula al canal sensible a calcio Slo1 dando como resultado la

hiperpolarizacion de la membrana plasmatica (Miller et al., 2015).

Una tercera hipotesis sugerida por Singh y Rajender (2015) propone que el aumento en
el bicarbonato intracelular estimula a la sAC aumentando los niveles de AMPc, lo que estimula
al intercambiador sodio protén especifico del espermatozoide (sNHE), incrementando el pH;, lo
que impulsaria el funcionamiento de Catsper; mientras que, una Ca%*/ATPasa remueve iones de
calcio del interior celular, provocando una disminuciéon del pHi debido al co-transporte de

protones. Estos autores indican que el canal Slo3 solamente esta involucrado en regular el
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potencial de membrana para mantenerlo en potenciales hiperpolarizantes (Singh y Rajender,
2015).

©

k|

(7]

% K+ K+

?J Ca?* K+ K

= + -+

Medi 2 H+ caf®car K+ K+
edio =9 . K

a cI- Ca?" caz* K+ K+

Extracelular 2 HCO,; A H+ a
@ [ L4+ 4
Membran 8 E E —
Plasmatica =z 5 %
7]
v v v v
Na* clI- CI- ;
a Z
Citoplasma ‘E‘T—l_/'EgL—% W
_2 3
o "W

Hiperactivacién

Figura 3. Eventos moleculares durante la capacitacion. 0. Primer aumento de bicarbonato
controlado por transportadores. 1. Primer aumento en el pHi que provoca la activacion del canal
Slo3. 2. La salida de K* provoca la hiperpolarizacion de la membrana. 3. El sNHE se activa por
la hiperpolarizacion promoviendo una nueva alcalinizacion intracelular. 4. Este segundo aumento
en el pHi activa al canal Catsper, 5. Lo que da como resultado un aumento en el calcio
intracelular, que favorece el desarrollo de la movilidad hiperactivada. Basado en (Chavez et al.,
2014).
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4. JUSTIFICACION

Es necesario obtener evidencia en espermatozoides humanos con respecto a como se regula el
pHi durante la capacitacién in vitro. El determinar si existen cambios a nivel espacio-temporal
tanto a nivel poblacional como individual, permitird comprender de una mejor manera como es

que ocurre un fendmeno tan complejo como es la capacitacion, y su papel en la fecundacion. .

5. HIPOTESIS

Los cambios de pHi durante la capacitacion ocurren de manera diferencial tanto en el espacio
como en el tiempo en el espermatozoide de humano y estan regulados por mas de una entidad

molecular.

6. OBJETIVOS

6.1. General

e Analizar los cambios de pHi que ocurren en el proceso de capacitacion de los

espermatozoides humanos.

6.2. Particulares

e Estandarizar la técnica de microscopia de flujo para medir parametros intracelulares a nivel
regional en espermatozoides de humano.

e Determinar la cinética de los cambios de pHi en el proceso de capacitacion de los
espermatozoides humanos.

e Analizar la localizacién espacial de los cambios de pHi.

e Evaluar farmacolégicamente las posibles entidades moleculares que los participan cambios

de pHi. durante capacitacion.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Materiales

El fosfato dibasico de potasio (KH2POa) y la glucosa se obtuvieron de J.T. Baker (USA), albumina
sérica de bovino (BSA por sus siglas en inglés) se compré de US Biological (USA). El 2',7'-Bis-
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(2-Carboxietil)-5-(y-6)-Carboxifluoresceina Acetoximetil Ester (BCECF-am, en adelante
nombrado solo como BCECF), y el loduro de Propidio (IP) se obtuvieron de Invitrogen (USA). El
Inh-172 se obtuvo de Calbiochem (USA). Todos los demas reactivos se obtuvieron de Sigma-
Aldrich (USA).

7.2. Medios de Cultivo

Se utilizé el medio modificado Human Tubal Fluid (HTF) por Puga-Molina y col. (2014). El medio
HTF para condiciones en donde no se promueve la capacitacion, el cual contenia (en mM): NaCl
90.69, KCI 4.67, CaClz2 1.6, MgSO4 1.2, KH2PO4 0.314, Glucosa 2.78, Na-Piruvato 3.38, Na-
lactato 60, Hepes 23.8. Para generar un medio que promoviera la capacitacion, se suplemento
con: NaHCO3 25 mM, y BSA 0.5% (p/v). Ambos medios se ajustaron a un pH 7.4

7.3. Obtencidon de las muestras

Los espermatozoides se obtuvieron de donadores sanos con al menos dos dias de abstinencia,
cuya muestra cumpliera con los criterios establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud
(World Health Organization., 2010) para ser considerada como normozoospérmica. Las muestras
de semen se colocaron a 37 °C y una atmosfera de 5% de CO2 durante 30 min para favorecer la
licuefaccion. Las células se seleccionaron mediante una modificacion de la técnica de Swim-up
o nado ascendente reportada por Mata-Martinez y colaboradores (2013), para lo cual se
colocaron 400 yL de semen en un tubo de ensayo, el cual se coloc6 en una gradilla en angulo
de 30°, y se le afadié por goteo 1 mL de medio HTF no capacitante. Se incubaron durante 1 h a
37 °C y 5% de COa2. Posteriormente se colecto la fase superior con los espermatozoides moviles
para realizar la determinacion de la concentracion celular tomando 10 uL y colocandolos en una

camara Makler (Sefi-Medical Instruments, Israel).
7.4. Incorporacion de colorantes

La carga Unica de BCECF se realizé a una concentracion de 250 nM/mL por cada ~8x108 células
incubadas en condiciones no capacitantes durante 7 min a 37 °C y en oscuridad. El exceso de
colorante se retir6 mediante centrifugacion (300 g durante 3 min). Por cada condicién se utilizd
un minimo de 2x10° espermatozoides. Previo a la medicién, las células se concentraron por
centrifugacion (300 g x 3 min) en un volumen de ~30 pl, y se anadio IP (200 nM final) para evaluar
la viabilidad de la poblacion.
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7.5. Protocolo de evaluaciéon de cambios de pHidurante capacitacion

Para evaluar la temporalidad en la que ocurren los cambios de pH intracelular en el
espermatozoide humano, se realizaron mediciones en condiciones no capacitantes (No Cap)
inmediatamente después del Swim-up, y para evaluar el estatus del pHi en condiciones
capacitantes, a las células en estado No Cap se les afadido medio que promueve la capacitacion
(Cap) y en ese instante se realizé la primera medicion (tiempo 0 min). Después de esto, se
realizaron mediciones cada 15 min durante las tres primeras h de capacitacion. Posterior a las 3
h de medicion, se realizaron mediciones a cada hora, hasta completar el tiempo final de 6 h (Fig.
4).

Swim-up en condiciones

No Capacitantes < cargado con BCECF (250 nM)

Inicio de Capacitacion:
medio HTF suplementado
con 0.5% BSAy 25 mM de
HCO5

v
Oh Th 2h 3h 4 h 5h 6 h

15 30 45 75 90 105 135 150 165 min

Figura 4. Protocolo de evaluacion de pH intracelular. Se realizé el Swim-up en condiciones no
capacitantes, posteriormente se cargaron células con el colorante (cabeza de flecha verde) y se
midio la fluorescencia (condiciones No Cap). A las células ya cargadas se les afiadié medio Cap
(cabeza de flecha negra) y se realiz6 la primera medicion (tiempo 0 h). Se hicieron mediciones
cada 15 min, hasta completar 3 h. Posteriormente se hicieron mediciones cada 60 min hasta
completar 6 h de incubacion (flechas negras). Antes de cada medicién se anadié IP para evaluar
la viabilidad celular.

7.6. Medicién en microscopia de flujo

Se empled la técnica de microscopia de flujo, la cual combina la microscopia de fluorescencia
(técnica comunmente utilizada para evaluar parametros intracelulares en células individuales) y
la citometria de flujo (técnica que permite medir un gran numero de células). Esta metodologia

se basa en los mismos principios que un citémetro de flujo, pero acopla un sistema de adquisicion
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de imagenes (objetivos, camaras CCD, etc.) que permite la adquisicion de imagenes de campo

claro y fluorescencia de cada célula que pasa a través del flujo.

Se empled el citbmetro de flujo con imagenes Image Stream Mark Il (Amnis, USA). Para
la adquisicion se utilizd el objetivo de 60x, un laser de estado sélido de 488 nm para excitar
ambos colorantes (IP y BCECF). La potencia del laser se ajusté durante cada adquisicién (entre
50 y 100 mW) con el fin de reducir los niveles de autofluorescencia, (la cual se obtuvo evaluando
espermatozoides sin ningun colorante) al minimo posible. Para la deteccién de fluorescencia se
emplearon los detectores espectrales: Ch 02 (480-560 nm) para BCECF, Ch 05 (595-660 nm)
para IP, asi como el Ch 01 para campo claro. La adquisicién de datos se llevé a cabo utilizando
el software INSPIRE (Amnis, USA). Durante el momento de la adquisicion se utilizaron distintos
parametros para excluir células que morfolégicamente no correspondieran a espermatozoides,
para ello se fij6 un area de 250 - <200 um?, y un valor de Aspect Ratio < 0.3. Adicionalmente, se
establecié un umbral para el gradiente cuadratico medio (Gradient RMS) entre 1y 60 para excluir
eventos fuera de foco (utilizando el Ch 01 para campo claro). Tomando en cuenta estas
discriminaciones durante la adquisicion, la tasa de captura de imagenes adecuadas fue de
~1000-2000 células/min. Se colecté un minimo de 10000 células por cada condicion. Debido a
que las células se cargaron con mas de un colorante, se utilizaron controles con células tefidas
con cada fluoréforo de manera individual con el fin de generar una matriz de compensacién que

permitiera calcular y eliminar la proporcion de sangrado de un colorante en otro canal.

7.7. Procesamiento de imagenes obtenidas mediante microscopia de flujo
7.7.1. Generacion de mascaras para analisis

Para analizar las imagenes obtenidas, se cred una serie de mascaras en el software de analisis
IDEAS version 6.2 (Amnis, USA). Las mascaras tienen como funcién delimitar la regién que
contiene los pixeles de interés (es decir los contornos de la célula, regiones especificas). Existen
varias opciones para generar mascaras, las cuales identifican diferentes caracteristicas de los
pixeles de una imagen como intensidad, forma, etc. El software utiliza este conjunto de pixeles
para obtener los parametros morfologicos, y de intensidad de fluorescencia (Fig. 5). Las
diferentes mascaras generadas pueden combinarse utilizando operadores Booleanos con el fin

de generar mascaras que abarquen diferentes regiones celulares (Fig. 5B, 5C). De esta manera
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se crearon 4 diferentes mascaras con el fin de identificar: la célula completa, la cabeza, la pieza

media, y la pieza principal (ver seccion 6.1y 6.2).
7.8. Evaluacion del perfil farmacolégico de la regulacion del pHi

Se realizd una pre-incubacion durante 10 min con las distintas drogas en células en condiciones
que no promueven la capacitacion previamente cargadas con BCECF. Transcurrido ese tiempo,
se evaluo el estatus del pHi (seccion 6.6) en estas condiciones (No Cap). Para evaluar el efecto
en capacitacion, se afadid medio capacitante suplementado con las drogas de interés. Se
evaluaron tres puntos en el tiempo: 0, 1 y 4 h de capacitacién. Los farmacos utilizados fueron:
bloqueador especifico del canal CFTR (Inh-172, 10 uM), inhibidor del canal Hv1 5-Cloro-2-
Guanidinobenzimidazol (CI-GBI) a una concentracion de 200 yM, asi como un analogo no
permeable del compuesto anterior 2-Guanidinobenzimidazol (2-GBl) a la misma concentraciéon
como control negativo. Por ultimo, se realizaron ensayos para determinar la participacion del ion
HCOs en el control del pHi, para ello se incubaron células en un medio capacitante incompleto,
es decir solamente suplementado con BSA 0.5% (p/v) sin HCOs (denominado HCOs™ &). Las

células se analizaron en los tiempos anteriormente mencionados.
7.9. Analisis de movilidad

Se realizaron ensayos de movilidad espermatica empleando el sistema Sperm Class Analyzer
(SCA, Microptics, Barcelona, Espafa). Las condiciones a probar fueron las anteriormente
descritas (seccion 6.7). Se colocaron ~5x10° espermatozoides en un portaobjetos precalentado
a 37° C, cubiertas con un cubreobjetos y revisadas al microscopio utilizando un objetivo con 10x
de amplificacion y contraste de fases negativo (Nikon, Japon). Se capturaron al menos 500
células por condicion a una frecuencia de 50 Hz. Los parametros de movilidad se calcularon
usando el software SCA. Se reportd el porcentaje de espermatozoides moviles, asi como de
hiperactivados. Se consider6 como un espermatozoide hiperactivado cuando cumplia las
siguientes caracteristicas: velocidad curvilinea (VCL) > 150 ym/s de, linealidad (LIN) < 50%, y
una amplitud lateral media de la cabeza (ALH12) > 3.5 um (ver Mortimer, 2000). En el apéndice

2 se da una descripcion de la manera en que se calculan dichos parametros con el equipo SCA.
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7.10. Anaélisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software R version 3.3.1 (R Core Team, 2016) y la
paqueteria ggplot2. Se utilizaron histogramas para definir el comportamiento de la poblacién
durante la capacitacion. En las figuras 8 y 9, los valores de fluorescencia fueron normalizados
dividiendo cada dato entre la mediana de fluorescencia de la condicién No Cap, y después se
obtuvo su logaritmo base 2. En la figura 11 se emplearon graficas de caja para representar la
dispersion de la fluorescencia de BCECF en la poblacién. En este tipo de graficos, cuando las
muescas de dos cajas no se sobreponen entre si se considera que existen una probabilidad del
95% de que dos poblaciones sean diferentes entre si (ver Krzywinski y Altman, 2014).
Adicionalmente, se calculd el numero de células que sobrepasa el nivel de fluorescencia
correspondiente al tercer cuartil de las células en condiciones No Cap control, empleando las
distintas mascaras de segmentacion. Se utilizé el software Prism 6 (version 6.01, GraphPad,
USA), se graficaron los datos de la cuantificacién antes mencionada como promedios y error
estandar de la media (SEM). Se realizé una comparacion de dichos datos utilizando una prueba
de ANOVA, y una prueba pos hoc de Holm-Sidak para determinar diferencias entre tratamientos,

se considero significancia estadistica cuando p < 0.05.
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Mascara: Conjunto de pixeles que
contiene la informacion de interés

Generacion de nuevas mascaras:
Uso de operadores Booleanos para
combinar (0 no) dos o mas
mascaras al mismo tiempo

Ejemplo de mascara de membrana
plasmatica

Dilate 1 pixel Erode 3 pixels AAnd NotB

Figura 5. Proceso de generacion de una mascara en el software IDEAS. A. Una vez generada
la imagen de la célula de interés, el software detecta los bordes de esta dada la diferencia de los
niveles de intensidad de gris con respecto al fondo (mascara Morphology). B. Ejemplo de cémo
dos mascaras pueden ser combinadas mediante el operador y para generar una tercera. C.
Ejemplo de la creacion de una mascara de membrana plasmatica, para lo cual, partiendo de la
mascara A y utilizando el operador NOT para no incluir la mascara B.
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8. RESULTADOS

8.1. Segmentacion de las iméagenes para medir regiones subcelulares en el

espermatozoide

En el presente trabajo se planted desarrollar una estrategia que permitiera evaluar parametros
en las distintas regiones del espermatozoide de manera individual y posteriormente aplicar este
analisis a todos los elementos del a poblacion. Para ello, se crearon mascaras para
segmentacion que permitiesen analizar de manera independiente el parametro de interés en
cada region del espermatozoide (cabeza, pieza media, y pieza principal). A continuacion, se
describen los pasos a seguir para llevar a cabo el proceso de segmentacion (en el apéndice 1 se
describen con mayor detalle las mascaras, parametros, y funciones de analisis de imagenes
empleadas para realizar la segmentacion):

1. Mascara de espermatozoide completo: Esta mascara permite la medicién de los pixeles que
corresponden a toda la célula. Aplicando la funcion morphology, se cred una mascara que
reconoce practicamente todos los pixeles que corresponden a la imagen de interés al
diferenciarlos del fondo utilizando la imagen en campo claro. A dicha mascara se le aplicé un
proceso de erosion de un pixel para delimitar mejor el contorno del espermatozoide (Fig. 6A).

2. Mascara de cabeza. Para reconocer la regidon de la cabeza se utilizé la funcién adaptive erode
con un coeficiente de 52, la cual es util para identificar regiones circulares en la imagen (Fig.
6B). La mascara obtenida se sometié a un proceso de dilatacion de dos pixeles para asegurar
que todos los pixeles de la cabeza fuesen incluidos (Fig. 6C).

3. Mascara de pieza principal. Partiendo de la mascara de cabeza (Fig. 6D) se realizé una
dilatacién de 13 pixeles (Fig. 6E) para incluir todos los pixeles tanto de la cabeza como de la
pieza media. Posteriormente, a la mascara del espermatozoide completo, se le sustrajo la
mascara creada anteriormente con el fin de solamente obtener los pixeles correspondientes
a la pieza principal (Fig. 6F).

4. Mascara de pieza media. En primer lugar, se sustrajo la mascara de pieza principal, a la
mascara de espermatozoide completo para obtener una mascara intermedia que contiene
tanto la cabeza como la pieza media (Fig. 6G). Posteriormente, la mascara de cabeza fue
dilatada un pixel y sustraida a la mascara intermedia anteriormente creada (Fig. 6H).

Finalmente, la mascara anterior se erosiond un pixel para remover pixeles sin continuidad
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(Fig. 6l), seguido de un proceso de dilatacidon de dos pixeles para rellenar los huecos e incluir

toda la pieza media (Fig. 6J).

8.2. Seleccidén de poblaciones

Una vez creadas las mascaras para poder segmentar las imagenes, se evalud la eficiencia del
procesamiento desarrollado. Para ello se crearon parametros especificos para cada mascara
(por ejemplo area, longitud, etc.), asi como criterios de exclusion que permitieron discriminar
aquellas imagenes que no presentaran las caracteristicas deseadas. En primer lugar, se
excluyeron las imagenes que presentaron pixeles saturados en el canal de interés (Ch 02, sefAal
de BCECF). Se utilizé la mascara de espermatozoide completo y se graficd en un histograma el

numero de pixeles saturados para el canal 2 (Fig. 7A i, poblacién cian).
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Espermatozoide
Completo

Cabeza

Pieza
incipa

Pri

Pieza
Media

-no-? un\

Figura 6. Segmentacién de imagenes. Pasos a seguir para obtener las mascaras de cada una
de las regiones del espermatozoide. Espermatozoide completo, A. erosion de un pixel a la
mascara obtenida mediante la funcion morphology. Cabeza B. deteccion de regiones circulares,
C. dilatacion para obtener la mascara final. Pieza principal, D. dilatacion de 13 pixeles, E y
sustraccién de la mascara en D a la mascara en A para obtener la pieza principal. Pieza media,
F. Sustraccion de la mascara en E a la mascara A, G. posterior eliminacion de la mascara en C
a la mascara en E, H. erosion de un pixel de G, y finalmente I. dilatacion de dos pixeles para
obtener la mascara final de pieza media
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A partir de las imagenes sin saturacion, se seleccionaron aquellas que tuvieran el contraste y
nitidez suficiente para considerarlas como enfocadas (ver Apéndice 1), a pesar que dicho
procesamiento se aplicd desde la adquisicion, no todas las células adquiridas cumplieron con
dicha seleccion. Para ello se utilizo el parametro Gradient RMS. Todas las células con un valor
de gradiente a partir de 62 se consideraron como enfocadas (Fig. 7A ii, poblaciéon verde). El
siguiente paso consistio en excluir imagenes con dobletes, agregados, detritos celulares, etc.
Para esto, se utilizaron parametros correspondientes a la mascara de espermatozoide completo,
se consideraron como verdaderos espermatozoides a todos aquellos eventos que presentaron
un area entre 50 y 200 ym?, y un valor de Aspect Ratio mayor a 0.3 (Fig. 7A iii, poblacion
amarilla). Posteriormente, se procedid a seleccionar a las imagenes cuyo proceso de
segmentacion haya sido exitoso, los pasos a seguir se describen a continuacion:

1) Cabezas segmentadas: tomando como base la mascara de esta region, se excluyeron las
imagenes que presentaron un valor de Aspect Ratio menor a 0.4 y una longitud mayor a 10
um (Fig. 7A iv, poblacion anaranjada).

2) Pieza principal segmentada: de la poblaciéon seleccionada en el punto anterior, se considero
como piezas principales a aquellas imagenes cuya longitud de la mascara de esta region
fuera mayor a 20 ym, y el Aspec Ratio menor a 0.3 (Fig. 7A v, poblacién azul claro).

3) Pieza media: para seleccionar las imagenes correctamente segmentadas se excluyeron
aquellas con una longitud mayor a 8 ym y un valor de Aspect Ratio menor a 0.35 (Fig. 7A vi,

poblacién roja). Dicha poblacion se considerd como la poblacién final.

En la figura 7B se observan ejemplos de células representativas que corresponden a esta
poblacién final. Después de las discriminaciones, se obtuvieron entre 1000 y 2000 imagenes,
sobre las cuales se hicieron los analisis posteriores. Es importante mencionar que todo el
procesamiento antes mencionado, se guarda como un templado para analisis, el cual se aplica
a un archivo sin procesar obtenido del citbmetro de imagenes Image Stream Mark I, el software
IDEAS realiza todos los procedimientos anteriores de manera automatizada, lo cual permite

ahorrar una cantidad considerable de tiempo.
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Figura 7. Seleccion de poblaciones de interés. A Diferentes graficos utilizados para seleccionar
a las poblaciones de estudio, (i) Histograma que permite seleccionar a la poblacion sin saturacién
en el canal de BCECEF. (ii) Histograma de gradiente RMS para el Ch 01 para eliminar células sin
enfocar. (iii). Grafica de puntos del area vs el Aspect Ratio (célula completa) para eliminar
imagenes que no correspondan a espermatozoides individuales (iv-vi). Graficos
correspondientes para seleccionar las poblaciones correctamente segmentadas cabeza (iv),
pieza principal (v), y pieza media (vi). B. Imagenes representativas del proceso de segmentacion

33



8.3. Comprobacién del proceso de segmentacion: fosforilacion de residuos de tirosinas

asociado a capacitacion

Para evaluar el funcionamiento de los algoritmos de segmentacion, se analizé una poblacion de
espermatozoides sujetos a una condicion experimental que induce cambios de fluorescencia
localizados en una regidn especifica. Para ello, se hicieron ensayos inmunocitoquimicos para
detectar proteinas fosforiladas en residuos de tirosinas (PY). Se sabe que hay un aumento de
PY durante la capacitacion. Este aumento ocurre de manera diferencial espacial y temporalmente
hablando, lo que quiere decir que el incremento de PY es dependiente del tiempo de
capacitacion, y este ocurre principalmente en la region del flagelo, tanto en humano como en

otras especies (Carrera et al., 1996; Petrunkina et al., 2003; Battistone et al., 2013).

No Cap Cap1h Cap 18 h

0-51céiula Completa B Cabeza C

Pieza Media D Pieza Principal

4 6 -4

-2 0 2 2 0 2 4
anti -pY (Log:) anti-pY (Log:)

Figura 8. Aumento de PY durante capacitacion ocurre de manera diferencial. A. imagenes
representativas de espermatozoides incubados en medio no capacitante, y en medio capacitante
durante 1 y 18 h. B. Histograma con la cuantificacion de la distribucién de los niveles de
fluorescencia (nivel de PY) de la célula completa; y de cada regién cada region del
espermatozoide: C. cabeza, D. pieza media, E. pieza principal. Cada curva incluye los datos
provenientes de siete experimentos independientes (~14000 células, 2000 por cada donador).
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Para evaluar el aumento de PY se emplearon tres diferentes condiciones: células
incubadas en medio no capacitante (No Cap), y células incubadas en medio capacitante durante
1018 h(Cap 1 hy Cap 18 h), ya que resultados obtenidos por nuestro grupo indican que existen
mayores niveles de fosforilacion en residuos de tirosina después de 18 h de capacitacion (datos
no publicados). En la figura 8A se muestran imagenes representativas de espermatozoides
incubados en las condiciones indicadas. En el panel B de la misma figura se muestra un
histograma con la distribucién de los niveles de fluorescencia del anticuerpo anti-pY utilizando la
mascara de célula completa. Se observa que durante la capacitacion, hay un mayor numero de
células con mayores niveles de fosforilacion, siendo mucho mas marcado tras 18 h de
capacitacion. Dicho aumento ocurre principalmente en el flagelo (Fig. 8D y E), especialmente en
la region de la pieza principal, mientras que en la regién de la cabeza practicamente no se

presentan cambios durante el tiempo de capacitacion (Fig. 8C).

8.4. Microscopia de flujo para evaluar cambios en el pH intracelular

Se realizaron pruebas para discernir si esta técnica puede ser utilizada para medir cambios en el
pHi a nivel subcelular en el espermatozoide humano. Para ello, a espermatozoides en medio no
capacitante se les afadio 10 mM de trimetilamonio (TMA), compuesto que provoca un aumento

sostenido del pHi de alrededor de 0.4 unidades (Alasmari et al., 2013).

Tras el estimulo con TMA gran parte de la poblacién aumento su fluorescencia con respecto a la
condicion control, lo que indica un aumento del pHi. Este aumento ocurre de manera general en
todas las regiones del espermatozoide (Fig. 9B-E), siendo mas pronunciado en la regién de la
cabeza (Fig. 9C). Lo anterior indica que esta técnica puede ser utilizada para medir pHi en el

espermatozoide de humano.
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Figura 9. Alcalinizacién intracelular por TMA. A. Imagenes representativas de campo claro (der.)
y fluorescencia (izq.) de espermatozoides tefiidos con BCECF tratados, o no, con 10 mM de TMA
B. Cuantificacién de la fluorescencia obtenida de la célula completa incubados (rojo), o no (negro),
con TMA 10 mM. C. Histograma con la cuantificacion de la de fluorescencia de la cabeza, D. pieza
media, y E. pieza principal. Cada curva incluye los datos provenientes de cuatro experimentos
independientes (~14000 células, 2000 por cada donador).

8.5. Incubacidén en medio no capacitante no induce cambios en el pHi

Se realiz6é un control para determinar si un cambio en la fluorescencia del colorante y por tanto
un cambio de pHi solo como consecuencia del tiempo de incubacion. Para ello, las células se
incubaron durante seis h en condiciones que no promueven la capacitacién (No Cap f), y se
compararon con células que se analizaron justo después de la coleccion por Swim-up (No Cap
i). No se observaron diferencias entre la fluorescencia de BCECF entre ambas condiciones (Fig.
10). Lo anterior sugiere que no existen cambios de fluorescencia debido al tiempo de incubacion,

descartando cambios en la concentracion de colorante o alguna situacion similar.
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Figura 10. No existen cambios en el pHi tras la incubacion en medio no capacitante. A. Imagenes
representativas de espermatozoides incubados en medio no capacitante por ~1 h (negro) y 6 h
(rojo). B. Histograma con la cuantificacion de la fluorescencia obtenida de imagenes de la célula
completa incubados durante ~1 hora (negro) y 6 h (rojo) en condiciones que no promueven la
capacitacion. Cuantificacion de la fluorescencia en las diferentes regiones: C. cabeza, D. pieza
media, E. pieza principal. Cada curva incluye los datos provenientes de cinco experimentos
independientes (~10000 células, ~2000 por cada donador).

8.6. Cambios de pHi asociados ala capacitacion

Después de comprobar que la fluorescencia del BCECF no aumenta al incubar a los
espermatozoides en condiciones que no promueven la capacitacién, se procedié a evaluar si

existen cambios en el pHi durante la capacitacion.

En la figura 11A se muestran imagenes representativas de células tefiidas con BCECF en
los tiempos de incubacién indicados. Las células incubadas en condiciones capacitantes muestran
mayor intensidad de fluorescencia en comparacion de aquellas incubadas en medio no
capacitante. Se realiz6 la cuantificacién correspondiente de las imagenes utilizando graficas de
caja para representar la distribucion de la intensidad de fluorescencia. En la figura 11B se observa

la cuantificacion utilizando la mascara de célula completa. Se corrobord la observacién antes
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mencionada, al afadir medio capacitante existe un aumento en el numero de células que
presentan mayor fluorescencia de BCECF, mientras que en los min subsecuentes se sigue
manteniendo la tendencia al aumento, llegando a su maximo entre los 15 y 30 min de incubacion.
Las células que muestran mayor fluorescencia tienden a disminuir ligeramente hasta llegar a los
primeros 60 min. A partir de ahi, el comportamiento parecer mantenerse estable hasta la cuarta
hora de capacitacion, disminuyendo ligeramente tras cinco y seis h de incubacion. Cabe destacar
que el numero de células con alta fluorescencia en espermatozoides incubados en medio
capacitante, sigue siendo mas alto en comparacion con las células incubadas en medio no

capacitante.

Utilizando las mascaras de segmentacion se analizo la fluorescencia del BCECF en las
diferentes regiones del espermatozoide. Se observo que el comportamiento antes descrito ocurre
tanto en la cabeza (Fig. 11C), como en la pieza principal (Fig. 11E); mientras que en la region de
la pieza media (Fig. 11D) se observé un comportamiento interesante, ya que en esta zona la
fluorescencia de BCECF se mantiene practicamente constante, mostrando un ligero descenso a

partir de las cuatro h de incubacion.

Con el fin de realizar una cuantificacion mas detallada del numero de células que
aumentan su fluorescencia tras la capacitacion se empled la siguiente estrategia: tomando como
referencia el valor que representa el tercer cuartil o el 75° percentil (limite superior de la caja) de
la condicion de no capacitacion (Fig. 11B-E, linea negra punteada), se cuantific el porcentaje
de células que se encontraba por encima de dicho valor. Se excluyeron del analisis aquellos
valores por encima del limite que indica el inicio de los outliers (extremo de la linea que sobresale
de la caja), es decir, aproximadamente un 5% de los datos (a partir de ahora nombrada como
poblacién por encima del tercer cuartil). A estas células se les consider6 como la subpoblacién
de espermatozoides con mayor fluorescencia de BCECF, es decir, mayor pHi. En la figura 11F
se observa que tras el estimulo con medio capacitante el numero de células que cumple la
definicion anterior aumenta alrededor del 20 %, y alcanza su maximo a los 30 min de capacitacion
(~37% de la poblacién). Posteriormente desciende un poco (~5%), y tras una hora de
capacitacién, llega a un porcentaje de células con alta fluorescencia (~33%) que se mantiene
practicamente constante hasta la tercera hora de capacitacion (~30%). De manera interesante,
a la cuarta hora hay un nuevo aumento (~34%), pero a la quinta y sexta vuelve a disminuir (~29%)
(Fig. 11F). Cuando se utilizé la misma estrategia para determinar el comportamiento a nivel

subcelular,
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Figura 11. Cambios de pHi asociados a capacitacion. A. Imagenes representativas de
espermatozoides tenidos con BCECF e incubados en las condiciones y tiempos indicados.
Graficas de caja en donde se cuantifica la distribuciéon de los niveles de fluorescencia de BCECF
en las diferentes regiones del espermatozoide: B. célula completa, C. cabeza, D. pieza media,
E. pieza principal. La linea punteada ejemplifica el tercer cuartil a partir del cual se obtuvieron los
datos de F y G. Los puntos de colores dentro de las cajas representan la mediana de
fluorescencia de cada donador en cada condicion. F. Cambios en la proporcion de
espermatozoides por encima del tercer cuartil en célula completa, en G. regiones subcelulares.
Los datos representan la media y el error estandar de la media (ESM), *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 con respecto a la condiciéon No Cap, n= 4.
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se observo una concordancia con lo descrito anteriormente (Fig. 11B-E), en donde el aumento
de la poblacion por encima del tercer cuartil ocurre a los primeros min tanto en cabeza como en
pieza principal, y se mantiene estable durante el resto de la capacitacion, mientras que en la

pieza media hay una tendencia a mantener el mismo nivel de fluorescencia (Fig. 11 G).

8.7. La entrada de bicarbonato es indispensable para producir el aumento de pH;

asociado a capacitacion

Una vez comprobado que existe un aumento del pHi a nivel temporal y regional en
espermatozoides capacitados, la siguiente pregunta a responder fue: ;Qué entidades
moleculares participan en la regulacion espacial y temporal del pHi? En la figura 11 se observa
que el cambiar a un medio que promueve la capacitacion es suficiente para aumentar la
poblacién con fluorescencia por encima del tercer cuartil (con mayor pHi). Se intenté determinar
si la entrada de HCOg3 es la responsable del incremento inmediato, o de su mantenimiento a
tiempos mas largos. Se analizaron espermatozoides incubados a tiempo inicial (O min), o tras 1
y 4 h en medio capacitante incompleto sin el HCOs (HCO3 d), o bien, incubando con un
bloqueador especifico del canal CFTR (Inh-172, 10 mM), para demostrar si la participacion de

este ion es debido a su ingreso a través de trasportadores, o bien en forma de COs-.

Al incubar a los espermatozoides en un medio sin HCO3™ (Fig. 12, rojo) se observo que
aunque en un porcentaje ligeramente menor, el comportamiento del pHi analizando la célula
completa es muy parecido a las condiciones control (Fig. 12, negro), es decir, existe un aumento
de células por encima del tercer cuartil desde el momento de la adicibn de medio, que se
mantiene durante el tiempo de incubacion. No obstante, cuando se analiza el comportamiento a
nivel subcelular, el porcentaje de células por arriba del tercer del cuartil no aumenta si se analiza
la cabeza o la pieza principal, pero el aumento es muy claro y sostenido en el tiempo cuando se
analiza la pieza media. Esto indica la importancia del bicarbonato en el control del pHi e indica la

relevancia de la pieza media como una zona de control de este parametro.

Por otro lado, al bloquear al canal CFTR en condiciones que no promueven la capacitacion
(Fig. 12, azul), se observa que hay una reduccion del numero de células con alta fluorescencia
en comparacion de la condicion control (20 y 15% respectivamente). Esta reduccion es clara
cuando se analiza la region de la cabeza pero no para el flagelo. Sin embargo, bloquear a este

canal no evita el aumento de la poblacion con alta fluorescencia tras el estimulo con el medio
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capacitante (tiempo 0 h). Aunque el numero de células es menor, la proporcion del cambio se
mantiene constante (A ~15 %). A tiempos mas largos (>1 h) el numero de células por encima del
tercer cuartil se asemeja al numero en condiciones no capacitantes, es decir, aun cuando existe
el primer aumento al afadir medio capacitante (0 h) hay una reduccién a tiempos largos. De
manera interesante, el efecto del antagonista especifico del canal CFTR se observa
principalmente en la region del a cabeza (Fig. 12). Lo anterior sugiere la participacion de este
canal en el mantenimiento del pH intracelular durante la capacitacion, pero no durante el aumento

observado al instante de la adicion de medio capacitante (ver discusion).
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Figura 12. El transporte de bicarbonato es esencial para el control del pHi. A. Proporcion de
células por encima del tercer cuartil durante diferentes tiempos de incubacion (tiempo 0,1y 4 h)
en condiciones control (negro), en ausencia de bicarbonato (medio solo con BSA, rojo) y
presencia de Inh-172 10 uyM (azul). Se muestran los resultados de las diferentes regiones del
espermatozoide: B. cabeza, C. pieza media y D. pieza principal. La letra a indica diferencias
significativas (p<0.05) entre la condicion No Cap control y los diferentes puntos en el tiempo de
los tratamientos. La letra b indica diferencias significativas (p<0.05) entre condiciones con su
respectivo control a determinado tiempo (por ejemplo Control-Cap 0 h Vs tratamiento-Cap 0 h).
Los colores de las letras se refieren a diferencias entre el control indicado y el tratamiento, n = 4.
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8.8. Participacion del canal Hvl en la regulacion del pHi

Se realizaron ensayos para determinar si el canal de protones Hv1 esta involucrado en la
regulacion del pHi durante la capacitacion como ha sido propuesto anteriormente (Lishko y
Kirichok, 2010; Lishko et al., 2010). Para ello se siguieron las mismas condiciones anteriormente
explicadas, pero empleando un antagonista especifico (CI-GBI, 200 yM) y un analogo no

permeable (2-GBI, 200 yuM) como control negativo.

Considerando el analisis a nivel de célula completa, el bloqueo del canal con CI-GBI,
reduce en un 8% el numero de células por encima del tercer cuartil en condiciones de no
capacitacion (Fig. 13A, anaranjado). Después de la adicion de medio capacitante, las células
tratadas con CI-GBI siguen presentando el aumento en dicha poblacién descrito anteriormente
pero en una menor proporcion con respecto a las condiciones control (A 10, y A 15%
respectivamente). Tras 1 y 4 h de capacitacion el efecto del bloqueo del canal se hace mas
evidente, ya que el numero de células por encima del tercer cuartil es equivalente a las células
no capacitadas en condiciones control. Al analizar el bloqueo del canal Hv1 a nivel subcelular,
se encontro que el efecto ocurre principalmente al nivel del flagelo (Fig. 13D). La proporcion de
células por encima del tercer cuartil se ve disminuida aun en condiciones de no capacitacion
tanto en la pieza media como en la principal (Fig. 13C y D). Tras afiadir el medio capacitante,
no se observan cambios en ninguna de estas dos regiones, ni tampoco durante el tiempo de
capacitacion en comparacion con las condiciones control de no capacitacion (p<0.05). Por otro
lado, la zona de la cabeza en presencia del inhibidor tiene un comportamiento similar al de las
condiciones control, no obstante, tras 1 y 4 de capacitacion el numero de células con alta

fluorescencia disminuye en comparacion de las condiciones control (Fig. 13B).

Como control negativo se utiliz6 un compuesto analogo denominado 2-GBI, el cual
funciona como bloqueador al canal, pero al ser impermeable a la membrana lo hace
practicamente inactivo en células vivas, debido a que el sitio de unién de estos compuestos se
encuentra en la regidn citoplasmatica del canal (Hong et al., 2014). Se encontré que las células
tratadas con 2-GBI (Fig. 13, cian) presentaron niveles similares a las condiciones control en el
tiempo, a excepcion de la region de la pieza media tras 4 h de capacitacion en donde se observa
una reduccion (p<0.05, Fig. 13C). Mientras que en la region de la cabeza se observé que se no

produce una reduccion en el numero de células con alta fluorescencia en condiciones control
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de no capacitacién, y el comportamiento durante la incubacion con medio capacitante es similar

a las condiciones control (Fig. 13B).
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Figura 13. El canal Hv1 participa en el control del pHi. A. Proporcion de células con alta
fluorescencia durante diferentes tiempos de incubacion (tiempo 0,1 y 4 h) en condiciones control
(negro), con 2-GBI 200 uM (cian), o CI-GBI 200 uM (anaranjado), empleando la mascara de
espermatozoide completo. S Se muestran los resultados de las diferentes regiones del
espermatozoide: B. cabeza, C. pieza media y D. pieza principal. La letra a indica diferencias
significativas (p<0.05) entre la condicién No Cap control y los diferentes puntos en el tiempo de
los tratamientos. La letra b indica diferencias significativas (p<0.05) entre condiciones con su
respectivo control a determinado tiempo (por ejemplo Control-Cap 0 h Vs tratamiento-Cap 0 h).
Los colores de las letras se refieren a diferencias entre el control indicado y el tratamiento, n = 4.

8.9. Las entidades moleculares que participan en la regulacién del pHi estan

involucradas en el control de la movilidad hiperactivada

Se realizaron ensayos para evaluar la movilidad con el equipo CSA, en espermatozoides
incubados en las condiciones descritas en la seccion 6.6 y 6.7. Con el fin de determinar si la

regulacion del pHimediada por las condiciones antes descritas esta relacionada con la movilidad.
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De los farmacos utilizados, ninguno mostré una reduccion estadisticamente significativa
en el porcentaje de células méviles con respecto a la condicion control. Mientras que en
ausencia de HCOs™ se produce una reduccion no significativa del 12% en la cantidad de células
moviles tras cuatro h de incubacion. (Fig. 14A, rojo). Por otro lado, en condiciones control se
observé un aumento en el numero de células hiperactivadas desde el momento de incubar a los
espermatozoides en medio capacitante tiempo inicial (Fig. 14B, negro). De manera interesante,
células incubadas en condiciones de ausencia de HCOs", asi como los tratamientos con Inh-172
o CI-GBI no fueron capaces de desarrollar el movimiento hiperactivado (Fig. 14B, azul y

anaranjado) en ninguno de los puntos temporales evaluados (p < 0.05).
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Figura 14. El trasporte de bicarbonato y la activaciéon del canal Hv1 son necesarios para el
desarrollo de la hiperactivacién. A. Movilidad total durante diferentes tiempos de incubacioén en
condiciones control (negro), en ausencia de bicarbonato (rojo), presencia de Inh-172 10 yM
(azul), 2-GBI 200 yM (cian), o CI-GBI 200 pyM (anaranjado). B. Proporcién de células
hiperactivadas en las mismas condiciones de A. Los datos representan la media y el ESM de
cuatro experimentos diferentes. Las letra a indican diferencias significativas con respecto a la
condicién No Cap control, mientras que b indica diferencias estadisticamente significativas con
la condicién control en los diferentes tiempos de capacitacion (p < 0.05). n = 4.
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8.10. Correlacion entre el aumento de células con pHialto y las células hiperactivadas

Como se menciono anteriormente, se ha sugerido que existe una relacion (funcional) entre el
aumento de calcio dependiente de alcalinizacion y el desarrollo de la HA (Lishko y Kirichok,
2010). Los resultados mostrados en la secciones 6.7-6.9 demuestran que la presencia de HCO3"
y la actividad del canal Hv1, son necesarias para que ocurra la alcalinizacion asociada a la
capacitacion, y el desarrollo de la HA. Por lo anterior, se realizé un analisis para determinar si las
células con mayor alcalinizacion en la region de la pieza principal correlaciona con el porcentaje
de HA, con el fin de tener una aproximacion sobre la posible relacion entre la alcalinizacion y la
movilidad. Se encontré que existe una correlacion positiva (coeficiente de correlacion de Pearson
= 0.76) entre los niveles de células HA y el numero de células con alcalinizacion en la pieza
principal (Fig. 15). Los tratamientos con bajos niveles de alcalinizacion son los que mostraron
muy baja HA (HCOs, rojo, y CI-GBI anaranjado), mientras que los tratamientos que mostraron

una alcalinizacion normal son los que muestran altos niveles de HA (control, negro, 2-GBl, cian).
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Figura 15. Correlacion entre el porcentaje de células con la pieza media alcalina y la HA.
Relacion entre la proporcién de piezas principales con mayor nivel de fluorescencia y la HA en
las diferentes condiciones y tiempos de incubacién: control (negro), en ausencia de bicarbonato
(rojo), presencia de Inh-172 10 uM (azul), 2-GBI 200 uM (cian), o CI-GBI 200 uyM (anaranjado).
Los datos representan la media y el ESM de cuatro experimentos diferentes. (Coeficiente de
correlacion de Pearson r = 0.76, p < 0.0001).
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9. DISCUSION

El pH es un regulador importante de algunos de los procesos fisioldgicos del espermatozoide
durante capacitacion: hiperactivacion, y reaccion acrosomal. Lo anterior destaca la relevancia de
estudiar este parametro para tener un mejor entendimiento del proceso de capacitacion. No
obstante, la morfologia particular, su capacidad de movimiento, la gran cantidad de células
presentes asi como la heterogeneidad en la poblacién por eyaculado, complican enormemente
su estudio. En el presente se plantea una estrategia experimental y de analisis que permite
estudiar el cambio que el pHi presenta en las diferentes regiones del espermatozoide durante
distintas etapas del proceso de capacitacién. Si bien, esta técnica ha sido empleado de manera
superficial en espermatozoides de otras especies para evaluar algunos parametros
espermatozoides de alpaca (Santiani et al.,, 2016), aunque en este trabajo no se explotd el
potencial del equipo ni de la plataforma de analisis, ya que las imagenes tomadas no fueron
depuradas para obtener las de mejor calidad, ni se realizé procesamiento alguno que permitiera
evaluar regiones subcelulares, con lo que parecié que la técnica no aportd un avance con
respecto a las técnicas de estudio del espermatozoide . En el presente trabajo se desarrollé una
estrategia de adquisicion, procesamiento y segmentacién que permitid no solo trabajar con
imagenes con la mayor calidad posible, sino medir parametros celulares en una region tan
minuscula como lo es el flagelo del espermatozoide humano (Fig. 8-13). Esta estrategia tiene la
ventaja que es de simple aplicacion, ya que puede ser facilmente automatizada dadas las
funciones del software IDEAS, lo cual ahorra tiempo de analisis, y procesamiento computacional.
Otra ventaja es que todo el procesamiento se realiza sobre imagenes en campo claro, por lo que
no se requiere de ningun tipo de tincidon o marcaje lo cual permite utilizar al maximo los canales
de fluorescencia disponibles (9 en total en el Image Stream Mark Il). Asimismo, funciona tanto
en células fijadas (Fig. 8) como en células vivas (Fig. 9-13), lo que permite realizar diversos tipos
de mediciones. Lo anterior es de gran importancia ya que la estrategia desarrollada en el
presente trabajo puede ser utilizada en el campo de la fisiologia espermatica para obtener
informacion multiparamétrica, a nivel subcelular y poblacional, lo que puede ser una técnica
poderosa para realizar ensayos de cribado de alto rendimiento para el desarrollo de farmacos,
complementaria para el diagnostico de problemas de fertilidad masculina, o bien, para investigar

vias de transduccién de senales.
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Las observaciones hechas por nuestro grupo (Lopez-Gonzalez et al., 2014) y por otros
(Cross y Razy-Faulkner, 1997) muestran que existe una alcalinizacion intracelular asociada al
proceso de capacitacion (revisado en Nishigaki et al., 2014). Los resultados aqui obtenidos,
indican que existe un comportamiento tiempo dependiente en el proceso de alcalinizacion, ya
gue desde el contacto con el medio capacitante las células experimentan una alcalinizacion que
va aumentando hasta los primeros 30 min, seguida de una disminucién que alcanza una fase
estacionaria tras la primera hora, la cual se mantiene durante el resto de la capacitacion (Fig. 11
A y B). En la cabeza y en la pieza principal se observa claramente este aumento tiempo
dependiente, mientras que en la zona de la pieza media se observa un comportamiento constante
en el tiempo. La estabilidad del pHi en la pieza media quiza se deba a que esta regién funciona
como una zona de amortiguacion del pH, ya que al ser el sitio de localizacion de las mitocondrias
el equilibrio de la concentracion de protones en la vecindad de este organelo debe estar
finamente regulado. Es probable que una alcalinizacion en el citoplasma que rodea a las
mitocondrias sea rapidamente contrarrestado con un aumento en la concentracion de protones
(provenientes de las propias mitocondrias, o del espacio extracelular) manteniendo el pH
invariable. Experimentos utilizando desacoplantes de los sistemas de transporte de electrones

mitocondriales podrian ayudar a corroborar lo anterior.

Los resultados obtenidos sugieren que el transporte de HCOs es esencial para que ocurra
la alcalinizacion asociada a la capacitacion, ya que al realizar mediciones en ausencia de este
ion (HCO3 @) no se observa ningun cambio de pHi en la cabeza ni en el flagelo, aunque de
manera interesante, esta condicion produce un aumento continuo del pHi en la regién de pieza
media (Fig. 12, rojo). Lo que sugiere que el otro componente del medio capacitante, la BSA, por
un mecanismo no esclarecido, es capaz de desencadenar una via de sefalizacién que produce
una alcalinizacién a nivel de la pieza media, que de alguna manera, en presencia de HCOz3 es
contrarrestada. Adicionalmente, la ausencia de HCOs impide el desarrollo de la movilidad
hiperactivada. Como ya se ha reportado, el bicarbonato es necesario y suficiente para que se
desarrolle la HA (Suarez, 2008a; Hereng et al., 2014).

En el presente trabajo se empled un antagonista especifico del canal CFTR con el fin de
determinar su participacion en el control del pHi a nivel regional y temporal. Se encontré que el
CFTR es relevante para mantener las condiciones de alcalinizacion durante la capacitacion a

tiempos largos, pero no es responsable del aumento inicial (Fig. 12). Evidencia obtenida por
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nuestro grupo de trabajo sugiere que la inhibicion del CFTR produce una alcalinizacion
intracelular debido a la modulacion de la entrada de HCOs™ por transportadores Cl/HCOs3
(Chavez et al., 2012; Puga Molina et al., 2017). Los resultados aqui presentados, al igual que en
otros previos, sugieren que otra u otras proteinas como las responsables del aumento rapido del
HCO3s. Como se menciond, en el raton, el co-transportador Na-HCO3 (NBC) es el responsable
del rapido aumento de la [HCOs']i (Demarco et al., 2003b). En humanos, no se ha determinado
completamente la participacion del NBC, no obstante, experimentos realizados por nuestro
grupo, demostraron que al incubar a espermatozoides capacitados por >2 h en presencia de un
antagonista del NBC se previene el aumento de pH intracelular asociado a capacitacién (Puga-
Molina, datos no publicados). Mas experimentos son necesarios para determinar si el NBC
participa en el transporte de HCOs3 responsable del primer aumento de pHi aqui reportado. Por
otra parte, bloquear el canal no presenta efecto alguno sobre la movilidad general, pero si para
el desarrollo de la HA, como habia sido reportado anteriormente (Puga Molina et al., 2017) (ver

abajo para mas detalles).

Se determiné la participacion del Hv1 durante la capacitacion, utilizando un antagonista
especifico (CI-GBI) y un analogo no permeable en células vivas (2-GBl) (Hong et al., 2014). El
CI-GBI reduce la cantidad de células con alto pHi, pero este efecto solo ocurre unicamente en el
flagelo (Fig. 13), lo que concuerda con la localizacién subcelular del canal (Lishko et al., 2010).
Los resultados obtenidos sugieren que el canal se encuentra activo en condiciones de no
capacitacién, ya que al bloquearlo, se reduce el numero de células que presentan una
alcalinizacion. No obstante, se sigue observando el aumento inicial anteriormente mencionado,
pero solo en la regiébn de la cabeza, indicando que quiza, el aumento se debe a otros
mecanismos, como el trasporte de HCO3s~ como se postuld anteriormente. Adicionalmente, en
este trabajo representa el primer reporte de la participacion en la hiperactivacién del canal Hv1
en el espermatozoide humano. El antagonista especifico del canal Hv1 bloquea completamente

el desarrollo de la HA, aun en presencia de medio capacitante (Fig. 14B).

Los mecanismos de activacion del canal Hv1 durante capacitacion no se han explorado
completamente. Dado que, tanto el transporte de HCOs es esencial para el desarrollo de la HA,
la evidencia aqui obtenida sugiere que la actividad del canal Hv1 este regulada rio abajo de la
entrada de HCOgs'. Con respecto a lo anterior, se ha reportado que la fosforilacion de un residuo

de treonina en la posicion 29 estimula al Hv1 en leucocitos, dicha fosforilacién puede ser
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dependiente de PKC (Musset et al.,, 2010). En espermatozoides humanos la via HCOs"
/IcAMP/PKA esta relacionada funcionalmente de manera negativa con la via PKC/ERK1-2,
(Rahamim Ben-Nawvi et al., 2016), lo que sugiere que quiza, en el contexto de la capacitacion en
espermatozoides humanos, el canal Hv1 no sea regulado por fosforilacion mediada por PKC, no
obstante, se requieren de mas estudios para comprobarlo. Por otro lado, se ha descrito que el
Hv1 requiere de una fuerte despolarizacion para poder abrirse (Takeshita et al., 2014; De-la-
Rosa et al., 2016), sin embargo el potencial de membrana de los espermatozoides humanos
capacitados tiende a estar hiperpolarizado durante la capacitacién (Lopez-Gonzalez et al., 2014),
sugiriendo que otros mecanismos independientes al potencial de membrana influyen en la
activacion del canal. Recientemente se reportd que al aplicar un estimulo mecanico (es decir
presion positiva en la membrana) en combinacion con un gradiente de pH (pHe=7.5; pHi=6) el
canal Hv1 se activa a potenciales (-20 mV) que en condiciones estandar (sin estimulo mecanico
y sin gradiente) permaneceria totalmente cerrado (Pathak et al., 2016). De igual manera, se
demostré que existen variantes especificas de testiculo del canal Hv1 denominadas Hv1Sper,
las cuales son producto de un corte proteolitico en la region N-terminal (R68). Cuando son
expresados heterdlogamente, estas variantes se activan a potenciales menos despolarizantes
en condiciones simétricas de pH (pHe = pHi), mientras que en condiciones con un gradiente de
pH (pHe/pHi> 0) se requieren potenciales aun menos positivos (Berger et al., 2017). Estos dos
reportes indican una situacion muy interesante, que podria ocurrir en el contexto del
espermatozoide humano, dado que durante su trayecto por el TGF el espermatozoide
experimenta numerosos estimulos que pueden cambiar las propiedades biofisicas de la
membrana plasmatica que podrian estar involucrados en la modulacion de la activad del canal:
el contraflujo producido por los fluidos del propio TGF (Miki y Clapham, 2013; Kantsler et al.,
2014); el proceso de anclaje/desanclaje en las paredes del epitelio (Suarez, 2008b, 2016); o los
cambios en la fluidez de la membrana producto del eflujo del colesterol durante capacitacion
(Buffone et al., 2009; Gadella y Leahy, 2015). De igual manera, el gradientes de pH entre el
interior y el exterior (Liu et al., 2012; Nishigaki et al., 2014) podrian intervenir en la modulacién
de la apertura y/o potenciacion de la actividad del canal Hv1; son necesarios experimentos
adicionales para comprobar estas ideas son necesarios. Considerando lo anterior, Cross y Razy-
Faulkner (1997), encontraron que al capacitar a los espermatozoides en presencia de colesterol
extracelular, impidiendo su remocién de la membrana, no se observa la alcalinizacién asociada

a capacitacion. Ademas, Buffone y colaboradores reportaron que al incubar espermatozoides
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capacitados con alto colesterol extracelular se reduce la proporcidon de espermatozoides
hiperactivados (Buffone et al., 2009). Todo lo anterior sugiere que las variante Hv1Sper, asi como
el cambio de la fluidez de membrana producto del eflujo de colesterol, faciliten la activacién del
canal durante capacitacion, lo que produciria una alcalinizacion en la regidon de la pieza principal

necesaria para activar una cascada de senalizacion que permite el desarrollo de la HA.

El presente trabajo representa el primer estudio de la regulacion del pHi en diferentes
regiones del espermatozoide humano y durante distintas etapas del proceso de capacitacion..
Dentro de nuestro conocimiento, los resultados obtenidos sugieren la presencia de un sistema
de compartimentacién intracelular que participa en la regulacion de pHi, e interviene en otros
procesos asociados a capacitacion como la HA. Los cambios de pHi asociados a la entrada de
HCOs ocurren principalmente en la region de la cabeza (Fig. 11, 12), lo que concuerda con que
ninguna proteina trasportadora de HCOs3™ se ha detectado en la region de la pieza principal (ver
Tabla 1, Fig. 2). Posteriormente, la entrada de HCOs" estimularia a la sAC, como se ha reportado
previamente (Hess et al., 2005; Buffone et al., 2014). De manera interesante, la localizaciéon de
esta proteina (en raton) se ha detectado unicamente en la region de la pieza media y el annulus
(Hess et al., 2005). La activaciéon de ésta produciria un aumento de AMPc, lo que conllevaria a
la activacion de PKA (Ickowicz et al., 2012; Battistone et al., 2013), cuya localizacion (en raton)
se ha detectado unicamente en flagelo (Wertheimer et al., 2013), sugiriendo la existencia de un
sistema de compartimentacién altamente regulado. La activacion de PKA conllevaria a la
fosforilacion de CFTR lo que estimularia su actividad y permitia el mantenimiento del pH alcalino
durante capacitacion (Puga Molina et al., 2017). Adicionalmente, tanto la entrada de HCO3s como
la activacion de Hv1 son esenciales para que se produzca la alcalinizacién asociada a
capacitacién y la HA (Fig. 12-14), por lo que debe existir un sistema de comunicacion que
converge en la activacion del canal, cuya localizaciéon esta restringida al flagelo (Lishko et al.,
2010). La salida de protones mediada por Hv1 produce una alcalinizacion a nivel del flagelo (Fig.
13), la cual podria activar al canal CatSper produciendo un aumento en la [Ca?*] en el flagelo,
donde se ha localizado (Kirichok et al., 2006; Chung et al., 2014), asi como estimular a las dinein-
ATPasas componentes esenciales del axonema movil (Inaba, 2011; Mohri et al., 2012). Tanto la
entrada de calcio, como la activacion de las dinein-ATPasas son necesarias para el desarrollo
de la HA (Ho et al., 2002). En la figura 15 se observa que existe una correlacion positiva entre el
porcentaje de células que presentan valores elevados de fluorescencia (mayor pHi) en la pieza

media y el porcentaje de HA, lo que sugiere que existe una relacion funcional entre la
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alcalinizacion y la hiperactivacion. Finalmente, en la figura 16 se presenta un modelo que resume

los resultados y propuestas del presente trabajo.

Todo lo previamente mencionado indica que existen cambios diferenciales del pHi tanto
en tiempo como en espacio en espermatozoides humanos durante capacitacion, cuya regulacion
esta controlada por diversas entidades moleculares. Los resultados aqui presentes implican que
la compartimentacion, y la intercomunicacion entre los diferentes procesos y regiones esta
finamente controlada espacial y temporalmente. Investigacién adicional se requiere para conocer
como es la comunicacion, y la regulacion de la sefalizacidon entre las regiones del

espermatozoide, y como es la relacion entre el pHi, los flujos de calcio, y la hiperactivacion.
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Figura 16. Modelo propuesto del control del pHi durante capacitacion y las vias de sefalizacion

indicadas en el presente trabajo. Un aumento inmediato de pH ocurre cuando las células se
exponen a una alta concentracion de HCOs". Este aumento pude estimular la via AMPc/PKA
provocando la fosforilacion del CFTR estimulando su actividad, contribuyendo a mantener alta la
concentracion de HCO3s  y promoviendo una retroalimentacion que mantiene la alcalinizacion
durante capacitaciéon. La entrada de HCOg3™ asi como la extrusién de colesterol de la membrana
plasmatica podrian estimular la activacién del canal Hv1, generando una alcalinizacion a nivel de
la pieza media, lo que podria activar a mecanismos que permiten la activacién de CatSper que
aumentaria la concentracion de calcio, y la activacion de las dinein-ATPasas, lo que culmina con
el desarrollo de la HA (las flechas negras indican lo reportado en este trabajo, las grises lo
reportado en otros trabajos, y las flechas discontinuas indican lo propuesto en este trabajo pero
no comprobado).
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10. CONCLUSIONES

La técnica de microscopia de flujo permite medir la fluorescencia del colorante BCECF en
poblaciones de espermatozoides.

Las mascaras generadas permiten realizar la segmentacion de las imagenes de
espermatozoides para evaluar regiones independientes.

Se observa que existe un aumento diferencial a nivel temporal y espacial del pHi durante
capacitacion, dicha alcalinizacién ocurre de manera similar en la region de la cabeza y la
pieza principal pero no en la pieza media.

La entrada de bicarbonato es esencial para el aumento del pHi y el desarrollo de la
hiperactivacion.

El canal CFTR no participa en el primer aumento de pH, pero si en el mantenimiento del
estado alcalino durante la capacitacion, y es necesario para el desarrollo de la hiperactivacion.
El canal de protones Hv1 es el regulador principal del pH en el flagelo pero no en la cabeza,

su actividad es esencial para el desarrollo de la hiperactivacion.

11. PERSPECTIVAS

Evaluar la participacion del NBC en el primer aumento de pH.

Estudiar la regulacion molecular del canal Hv1 durante capacitacion.

Determinar la via de sefalizacion que conecta la alcalinizacion intracelular y la hiperactivacion
Analizar la relacion de la alcalinizacidn con otros aspectos funcionales en el espermatozoide:

reaccion acrosomal, capacidad de fecundacion.
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13. APENDICES

13.1. Anélisis de imagenes obtenidas por microscopia de flujo (AMNIS)

Para analizar las imagenes obtenidas durante el trabajo experimental se utilizo el software IDEAS
(Image Data Exploration and Analysis Software) version 6.2. Como se menciono en la seccion
7.7, el andlisis de las imagenes se realiza creando mascaras que pueden adaptase para distinguir
las regiones de interés. A continuacion se describen los detalles de los operadores utilizados y
las caracteristicas de las mascaras utilizadas para desarrollar las mascaras de segmentacion y

el procesamiento de evaluacion de dichas mascaras (secciones 8.1y 8.2, Fig. 6).

13.1.1. Mascaras

Mascara Morphology: Esta es la mascara elemental a partir de la cual se parte todos los analisis
posteriores al permitir detectar la figura del espermatozoide. La funcion de esta mascara es incluir
todos los pixeles dentro del contorno mas exterior de la imagen. Se utiliza en las para calcular
los valores de las caracteristicas generales basadas en la forma. En la figura 5A se observa una

célula con (izquierda) y con la mascara (derecha) morphology.

13.1.2. Funciones

Dilate: La funcion dilatar es lo opuesto a la erosion ya que agrega n pixeles sobre todos los
bordes de la imagen. Dando como resultado una imagen de mayor tamano. Esta funcion es en

combinacion de operaciones booleanas para delimitar regiones subcelulares (Fig. 5y 6).

Morphology Dilate 2 pixels

Erosion: La funcion erosionar consiste en remover n cantidad de pixeles de todos los bordes de
la mascara inicial, lo que da como resultado una imagen de menor tamafo. Es util para delimitar
mejor el contorno de la célula, y en conjunto con la funcion dilatar se emplea para rellenar huecos

en la imagen.

61



Morphology Erode 3 pixels

13.1.3. Caracteristicas

Area: Equivale al nimero de micrones cuadrados dentro de la méascara de trabajo. En la figura
gue se muestra a continuacion cada pixel esta delineado con el numero 1. El numero de pixeles
se convierte a um?, en las imagenes captadas con el objetivo 60X un pixel equivale a 0.3 pm?,

una imagen con 2000 pixeles equivale a 600 uym?2.

Brightfield
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Longitud: Esta caracteristica mide la parte mas larga dentro de un objeto dentro de la mascara.
Esta funcidon es util aun en imagenes con células como los espermatozoides que no son

precisamente uniformes.

Thickness max

Length :‘_‘__, ................ 7_7....‘-

) ) Shape ratio = Thickness min / Length
Thickness min
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Aspect Ratio: Esta caracteristica es el cociente de dividir el eje menor, entre el eje mayor y sirve
para determinar qué tan redondo es un objeto. Los valores de esta relacion van de 0 a 1, donde
0 es un objeto pobremente redondo, y 1 es un objeto completamente circular. Es especialmente

util para distinguir a los espermatozoides de celular con morfologia redonda.

Aspect Ratio
(Minor Axis/Major Axis)

Minor Axis

Major Axis

Gradient RMS: Esta caracteristica mide la cantidad de nitidez de una imagen. Funciona
detectando grandes cambios en valores de pixeles al calcular el gradiente cuadratico medio de

un pixel en comparacion con una matriz de pixeles de 3x3 que lo rodea. Mientras mayor sea el

valor del gradiente mayor es su nivel de foco.

single cellz QR i a| X
| SD_
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Contrast_BF
|
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13.2. Andlisis espermatico asistido por computadora (CASA)

Se empled el sistema Sperm Class Analyzer para medir la movilidad de los espermatozoides y
evaluar el efecto de los tratamientos. Este sistema calcula los parametros cinéticos de los
espermatozoides de manera automatica. Para ello, se realiza la captura de 25 imagenes de
contraste de fases utilizando una magnificacion de 10X a una frecuencia de 50 Hz (lo que toma
30 s). El software detecta la cabeza de la célula sobre la cual va calculando su trayectoria a lo
largo de cada una de las 25 imagenes. En la imagen siguiente se observa un ejemplo de como
el sistema detecta las células y un ejemplo de una de las trayectorias (en rojo), o de

espermatozoides inmoviles (amarillo).

A partir de cada trayectoria se calculan los parametros cinéticos de cada célula, como se

observa en la siguiente figura

Spermatozoon 1D.126

RapidProgressive
VCL: 38.88 pm/s
VAP: 26.76 pm/s
VSL: 23.53 pm/s
STR: 87.93 %
LIN: 60.53 %
WOB: 68.83 % N
ALH: 2.04 pm 4
BCF: 8.00 Hz

Area: 12.04 pm2 yd
Elongation: 81.67 % _4’
XY: 647,117 %
Frame rate (fps): 25 fps

Para determinar si un espermatozoide se encontraba hiperactivado, se tomaron en cuenta los

siguientes parametros:
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Velocidad Curvilinea (VCL): indica la velocidad del espermatozoide en ym/s considerando su

trayectoria completa (linea roja en la imagen anterior)

Linealidad (LIN): Porcentaje de linealidad en la trayectoria del espermatozoide, se calcula
dividiendo el valor de la velocidad lineal (linea azul en la imagen anterior) sobre el valor de la
velocidad curvilinea (VSL/VCL). A mayor el porcentaje de LIN mas recto es el nado del

espermatozoide.

Amplitud Lateral de la Cabeza (ALH): Medida de la amplitud del desplazamiento lateral de la

cabeza (um/s).

En la figura siguiente se ilustran de mejor manera los parametros antes mencionados.
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Se considerdé como un espermatozoide hiperactivado cuando cumplian con los siguientes
valores: VCL >150 pym, LIN < 50% y ALH > 3.5 ym de acuerdo a Mortirmer, 2000.
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