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IV. Resumen

En la naturaleza, la regulacién del pH intracelular (pHi) es fundamental para
multiples procesos bioldgicos ya que varios eventos celulares se rigen dentro de
un rango restringido de pH. El espermatozoide no es la excepcién, la dinamica
del pH es importante a lo largo de la fecundacion, desde el papel que desempefia
en el fluido seminal (en el mantenimiento de la viabilidad y la calidad de los
espermatozoides), hasta la adquisicion de la maduracion funcional para ser

capaces de fecundar.

Si bien, es de nuestro conocimiento que en espermatozoides de mamiferos la
capacitaciéon se acompaifia de un incremento en el pHi, no es del todo claro cémo
esta alcalinizacion regula otros eventos involucrados en la preparacion del
espermatozoide para fecundar el 6vulo, como la reaccion acrosomal (RA). La RA
es un evento medular para que ocurra la fecundacion y dada la importancia
fisiologica de este proceso resulta de sumo interés investigar los mecanismos que

la regulan.

Por tal razén, en este trabajo examinamos los cambios del pH acrosomal
(pHacr) que anteceden a la RA, mediante una estrategia basada en microscopia
de epifluorescencia de un colorante sensible a pH y otro indicativo de la RA,
monitoreados alternadamente. Establecimos una técnica que nos permitid
estimar variaciones del pHacr, antes y durante la progresién de la RA, en tiempo

real y a nivel de espermatozoides individuales de humano.

Aqui mostramos que la ionomicina, la progesterona y el NH,Cl elevan el
pHacr, con diferentes cinéticas de alcalinizacion. Nuestros resultados revelan que
la alcalinizacion acrosomal es un paso necesario, pero no en todos los casos

suficiente, para desencadenar la RA, en espermatozoides de humano.

Estas evidencias fortalecen la propuesta de que el aumento del pHacr
participa significativamente en el desarrollo de la RA en espermatozoides de

humano.



1. Introduccién

1.1 Fecundacion en mamiferos

Una caracteristica comun que define a las formas de vida es la
reproduccion. Este proceso biolégico permite la continuidad de las especies y
favorece la diversidad genética en organismos de reproduccién sexual. Lo
anterior es posible mediante la fecundacion.

La fecundacion en mamiferos es un proceso altamente regulado que implica el
encuentro de los gametos haploides, el espermatozoide y el 6vulo, que al
fusionarse formaran un cigoto, una célula diploide de la que podra desarrollarse

un NuUevo organismo con carga génica tnica 21,

Durante la inseminacién, millones de espermatozoides se liberan dentro
de la vagina, pero no todos sobreviven, pues deben contender con las nuevas
condiciones del microambiente femenino como el sistema inmunolégico, su pH
acido, entre otros. Aquellos que sobreviven, nadan progresivamente a través del
moco cervical, atraviesan el Gtero y se dirigen hacia las trompas de Falopio !,
asistidos también por las contracciones uterinas .

Posteriormente, en la region del istmo del oviducto se produce un reservorio
transitorio de espermatozoides en el que se adhieren a las células epiteliales,
manteniéndose quiescentes en estado de preparacion esperando la ovulacion P!

(Fig. 1).
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Espermatozoides Penetracion en la regién del émpula
penetrando las células » = &

del ciimulus YA
Capacitacién inicial /\f’ :

Hiperactivacion

Q0|0

Reservorio transitorio de
espermatozoidesen la
region del istmo del
ovuducto

Inseminacién

Figura 1 | Recorrido de los espermatozoides a través del tracto
reproductor femenino.

Tras ser depositados en la vagina, los espermatozoides deben
atravesar el canal cervical para dirigirse al utero y hacia las
trompas de Falopio. Aquellos espermatozoides que logran llegar
a la regién del istmo del oviducto se mantienen en un reservorio
temporal y permanecen quiescentes hasta recibir una senal
asociada a la ovulacién. Posteriormente, se despegan del epitelio
oviductal y migran mediante un nado hiperactivado hacia el
ampula, donde penetraran la masa del cimulo y finalmente,
s6lo un espermatozoide podra fecundar al ovocito (Tomado de

6).
El recorrido de los espermatozoides para lograr la comunicacién con el
ovocito representa una labor ardua y responde a la alta especializacion de este

tipo celular, que se describe a continuacion.

1.2 El espermatozoide

El espermatozoide es el gameto masculino, una asombrosa célula con
una sofisticada organizacion estructural y alta especializacién funcional. Estas
células son el resultado final de la espermatogénesis que se desarrolla en los

tubulos seminiferos.

El espermatozoide esta compuesto por dos piezas principales que son la

cabezay el flagelo, unidos a su vez por la pieza de conexion. La cabeza contiene

11



el nucleo, el acrosoma, estructuras del citoesqueleto y una pequefa cantidad

de citoplasma.

El flagelo se subdivide en tres piezas: media, principal y final. La pieza
media contiene la vaina mitocondrial, organizada en forma de hélice
alrededor de las fibras densas externas y el axonema. El axonema comprende
nueve pares de microtubulos que rodean un par central (estructura 9+2), es
la maquinaria que suministra la fuerza de movilidad flagelar y se extienden
desde la pieza de conexion hasta la pieza principal. La pieza final contiene
dobletes axonemales, los extremos de las fibras densas externas y la vaina

fibrosa [+ ® (Fig. 2).

ﬁ inferna

Acrosoma Membrana
E plasmdfica
Acrosoma s /
- i, P <8 " TN Membrana
< \ & Segmenio o = o
N \ _~ equatorial / /—\ \\ acrosomal externa
b
0 5 /i \
I |2um] & J+——  Segmenio i/ N\t. Membrana acrosomal
— N o post-acrosomal ,‘ // \
\{  Pieza media \ v
' l) T~ Envoltura
{ / nuclear
K Pieza
| B >enrem fnciodl Envoltura nuclear
% & 55 P P redundante
Qg 7 g :
g Centriolos
25

" Mifocondria

«— Pieza final

Fibras densas
Axonema exfernas y

vaina fibrosa

Figura 2 | Esquema del espermatozoide humano.

A) Estructuras principales que conforman la cabeza (~5x3 pm)
y el flagelo (~55 pm). B) Acercamiento de la cabeza y pieza
media con sus componentes: En la regién apical de la cabeza,
recubriendo al nucleo, se localiza el acrosoma delimitado por
una membrana acrosomal interna (MAI) y externa (MAE)

(Tomado de 9).

El movimiento flagelar se genera gracias a la actividad de una dineina-
ATPasa, quien a su vez se modula por pH, ATP, ADP, Ca*" y por el estado de

fosforilacion de las proteinas del axonema 1%,
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Los espermatozoides presentan una amplia diversidad de formas a lo
largo de las especies y, en comparacion con el gameto femenino, han
mostrado una variacién morfolégica mayor, sugiriendo que la historia
evolutiva de esta célula ha repercutido en su compacta y compartimentalizada

(1]

organizacién celular *'*. Una funcién clave del espermatozoide ocurre en el

compartimento de la cabeza: la exocitosis del acrosoma.

1.2.1 El Acrosoma

El gameto masculino y femenino contienen vesiculas o granulos
secretorios originados a partir del aparato de Golgi. En el espermatozoide este
organelo se conoce como acrosoma Yy se desarrolla durante la espermiogénesis,
un proceso también conocido como biogénesis acrosomal, en el que se acumulan

muchas moléculas necesarias para la fecundacion 1% 2131,

El acrosoma de euterios (mamiferos placentarios) es una estructura con
forma de saco delimitado por una membrana interna y externa (Fig. 2B), se sita

en la mitad anterior de la cabeza y consta basicamente de dos partes: el segmento

anterior y el segmento ecuatorial, éste Gltimo es el sitio de fusion con el évulo I,

El contenido acrosomal es heterogéneo pues alberga enzimas proteoliticas
(como acrosina, tripsina, hialuronidasa y protesas) [ proteinas de unién a la zona
pellcida (ZP), proteinas estructurales (matriz acrosomal) y cristaloides (aun por

ser caracterizados quimicamente) 12,141

El acrosoma participa en la interaccion inicial de los gametos, durante la
fecundacion. El proceso que permite la liberacion del contenido acrosomal se
denomina reaccion acrosomal (RA) y es un prerrequisito para que el

espermatozoide sea capaz de fecundar, que abordaremos a continuacion.

1.3 Requerimientos para la fecundacién

En mamiferos, tras la eyaculacion, los espermatozoides se depositan en el

[5]

tracto genital femenino en un estado funcionalmente restringido por lo que

deben experimentar una serie de cambios fisioldgicos que los proveen de
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maduracion funcional, sélo los espermatozoides que cubran estos

requerimientos pueden ser candidatos para fecundar al ovocito.

1.3.1 Activaciéon de la movilidad

Para alcanzar el sitio de fecundacion, el espermatozoide requiere una fina
regulacién de su nado, que exhibe dos formas principales: la movilidad activada,
en la que el nado es progresivo y con un patron simétrico del eje flagelar, y la

movilidad hiperactivada, caracterizada por un batido vigoroso donde el eje

flagelar es asimétrico y con mayor amplitud de la curvatura flagelar (Fig. 3) ..

-----

Figura 3 | La movilidad hiperactivada.

Forma del eje flagelar de un nado activado (izquierda) e
hiperactivado (derecha), en un fluido no viscoso (Tomado de
10).
Recién son depositados en la hembra, los espermatozoides inician su
movilidad con un nado activado. El desarrollo de la movilidad hiperactivada
favorece que el espermatozoide pueda penetrar las células del cumulus oophorus

y la zona pellcida del ovocito, para que finalmente pueda fusionarse con la

membrana plasmatica del ovocito .

Asimismo, una serie de cambios a nivel molecular seran determinantes para

que suceda la fecundacion, procesos colectivamente llamados capacitacion.

1.3.2 La Capacitacion

En 1951, los investigadores Austin y Chang, demostraron
independientemente que los espermatozoides deben permanecer un periodo de
tiempo en el tracto genital femenino, para conseguir fecundar al ovocito, proceso

que hoy conocemos como capacitacion > 161

La capacitacién ocurre sélo en espermatozoides de mamiferos y consiste
en la adquisicién del potencial necesario para fecundar, mediante una serie de

cambios fisiologicos. Este proceso inicia al atravesar la cavidad del Utero, donde
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la superficie del espermatozoide pierde factores decapacitantes que adquirio

durante la maduracion en el epididimo y del contenido del plasma seminal.
Las modificaciones a nivel molecular en el espermatozoide comprenden:

e La pérdida del colesterol de la membrana plasmatica del espermatozoide,
favoreciendo su fluidez '),

e Aumento en las concentraciones ionicas intracelulares: Ca**, HCO;, Cl'y
Na* [0,

e Hiperpolarizacion de la membrana plasmatica: el potencial de membrana
(Em) se torna mas negativo f8]

e Aumenta la actividad de la proteina cinasa A (PKA): PKA fosforila varias
proteinas en residuos de serinas y treoninas, la via de sefalizaciéon culmina

en el aumento de la fosforilacién en residuos de tirosinas ',

e Incremento del pHi "%,

En el laboratorio se puede promover la capacitacion de espermatozoides de

humano, incubandolos en un medio definido suplementado con Ca**, HCO; y

albuimina sérica bovina (BSA) % Los espermatozoides capacitados cumplen con
los prerrequisitos fisiologicos para experimentar el proceso previo a la interaccion

con el ovocito: la reaccidén acrosomal.

1.3.3 La Reacciéon Acrosomal

La RA es un proceso critico que los espermatozoides deben llevar a cabo

[0 Consiste en la fusidn y vesiculacion progresiva

para lograr la fecundacién
entre la membrana acrosomal externa (MAE) y la membrana plasmatica (MP) del

espermatozoide, lo que resulta en la exocitosis del contenido acrosomal y la

exposicién de la membrana interna acrosomal (MAI) 2% 21,

Durante la exocitosis, la fusién de las membranas provoca un cambio
drastico de la topologia inicial de la regién apical del espermatozoide (Fig. 4). En
humanos, el acrosoma aumenta su volumen durante la capacitacion y este

hinchamiento es un requerimiento para generar la fusion entre la MP y la MAE
[22]
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La cinética de liberacion del contenido acrosomal ocurre en una escala

temporal de segundos cuando se estimula con iondforo de Ca** o con

[23]

progesterona y generalmente puede iniciar proximalmente y progresar

anteriormente, dando como resultado el desprendimiento de la membrana

hibrida [,

Membrana
plasmdtica
(MP)

FUSION MULTIPLE DE MP Y MAE

\’ tw EXOCITOSIS DEL CONTENIDO
ACROSOMAL

ACROSOMA

A

Membrana
acrosomal
interna (MAI)
Vesiculas
hibridas

/ \r EXPOSICION DE LA—4
MAI [
/ \

Membrana
acrosomal
externa
(MAE)

y ‘
r > | S
\
B | | € | | D
| I
ACROSOMA REACCION ACROSOMAL ACROSOMA
INTACTO INTERMEDIA REACCIONADO

Figura 4 | Progresién de la RA en mamiferos.

A) Acrosoma intacto. La vesicula acrosomal estd rodeada por
una MAIl y una MAE. B) Inicio de la RA. La MAE se fusiona con
la MP, los multiples sitios de contacto se favorecen por el
hinchamiento acrosomal, generando aperturas que permiten la
liberacién del contenido acrosomal. C) Se desprenden vesiculas
hibridas, formadas por la MAE y la MP, como resultado de la
fusion. D) Finalmente, el acrosoma reaccionado resulta en la
exposicién de la MAL. (Tomado de 24).

MP membrana plasmatica; MAl membrana acrosomal interna;
MAE membrana acrosomal externa.

Al tratarse de un proceso exocitoético, la RA comparte muchas caracteristicas
con otros tipos de secrecion celular, aunque cabe mencionar que la exocitosis
acrosomal posee propiedades Unicas que se limitan al gameto masculino,
principalmente porque es un evento irreversible 121 Este proceso requiere de la

intervencion de una maquinaria proteica para la regulacion de la secrecion, que
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comprende proteinas SNAREs, RAB3A, complexinas y sinaptotagmina, entre otros
factores 28,
Se cree que el contenido acrosomal ayuda a que el espermatozoide penetre

[24]

el revestimiento del ovocito “*, particularmente la matriz de la zona pelucida (ZP)

7] La ZP es una matriz glicoproteica que rodea al ovocito de mamiferos y en

humanos estda compuesta por cuatro glicoproteinas (ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4).

Durante muchos afos, se ha considerado que la ZP3 es el principal inductor de la

RA 28 siguiendo el modelo que se describe a continuacion (Fig. 5):

Ca®*, Na*

Acrosoma

Syt
SNAREs

S0C
(TRPC, Orai?)

SNAP/NSF

|

(TRPC, Orai?)

Figura 5 | Modelo general de la sefializacién que conduce a la
RA en mamiferos.

ZP3 se une a un receptor en la MP y activa la proteina Gi que
podria estar involucrada en la alcalinizacién intracelular. La
unién de ZP3 provoca un incremento de [Ca*]i, mediante un
mecanismo  desconocido que podria activar  canales
dependientes de voltaje (C,) y conducir a una depolarizaciéon de
la membrana. Este incremento inicial y transitorio de Ca*

desencadena la activacién de una PLCS que produce 1P; y DAG
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a partir de PIP.. IP; se une a sus receptores ubicados en los
almacenes de Ca® del espermatozoide: el acrosoma y la RNE
(envoltura nuclear redundante) y activa canales operados por
pozas internas: SOCs (TRPC y / o ORAI), posiblemente por
agregacion de STIM. DAG y PIP, podrian estimular canales
TRCP, desencadenando el aumento sostenido de Ca*, que activa
la sAC y provoca el incremento de AMPc, que a su vez activa
EPAC. EPAC interviene en dos sefalizaciones: 1) La activacién

de Rab3, a través de la estimulacién de RIM y aSNAP/NSF,
induciendo el anclaje de la MAE y la MP mediante la maquinaria
de las proteinas SNARE. 2) La activaciéon de Rap, que estimula

PLCe para generar IP; y finalmente liberar Ca** desde el
acrosoma, promoviendo la fusién de las membranas. Los niveles
de Ca* son controlados mediante bombas de Ca* dependientes

de ATP (PMCA) y pozas de Ca* (SPCAI and SERCA) (Tomado
de 10).

No obstante, evidencia reciente observada en ratén, indica que la mayoria

de los espermatozoides con potencial fecundativo experimentan la RA antes de
unirse a la ZP " por lo que el modelo clasico de la RA se debe reevaluar y
actualmente se mantiene en controversia, pues aun es incierto donde y cuando

se desencadena la RA 241,

Ademas de los inductores fisioldgicos se conocen otras moléculas que
pueden estimular la RA, incluidos iondforos de Ca®*. La RA es el Ultimo de los
requerimientos morfo-fisiologicos para que el espermatozoide sea capaz de
conseguir el contacto con la membrana del ovocito. Por su parte, el ovocito emite
sefales que favorecen la comunicacion de los gametos, como se describe en

seguida.

1.4 La progesterona y la RA

Antes de la fecundacion el espermatozoide inicia la exocitosis acrosomal

en respuesta a sefiales derivadas del ovocito ??!. La progesterona es una hormona
esteroidea producida por las células del cumulus a concentraciones dentro del

rango micromolar y se ha identificado como el mayor componente activo del
fluido folicular humano "% 32 En espermatozoides de humano, la progesterona

se ha propuesto como el mas probable inductor fisiolégico de la RA B3,

18



La identidad de los receptores involucrados en la RA inducida por
progesterona no es del todo comprendida, algunos receptores no gendémicos se
han reportado en la membrana de espermatozoides de mamifero, como es el
caso de CatSper. CatSper es el canal de Ca®" especifico del flagelo de
espermatozoide y es el principal modulador del [Ca®']i, su funcién es regulada
por el pHi. Ademas, es esencial en la fecundacién puesto que la eliminacion de

cualquiera de las subunidades formadoras del poro provoca infertilidad en

mamiferos 1% 291,

Como se menciond anteriormente, el incremento en la [Ca®*]i es necesario
para que ocurra la RA. En espermatozoides de humano, se ha demostrado que la
progesterona induce una entrada de Ca** mediada por CatSper y recientemente

se ha propuesto que la progesterona actua mediante una via inusual de

sefializacion de endocannabinoides como se describe en la Fig. 6 1% 331,

Progesterona , Y-

Exterior

Interior

Figura 6 | Modelo de la via endocannabinoides inducida por
progesterona.

Cuando la progesterona se une al receptor ABHD2, en la
membrana externa del espermatozoide, ABHD2 manifiesta
actividad hidrolasa lipidica y degrada al endocannabinoide 2-
AG, un inhibidor endégeno de CatSper, generando 4cido
araquidénico y glicerol. Esto permite el influjo de iones Ca*" a
través de CatSper, que es modulado por cambios de pHi y
potencial de membrana. El potencial de membrana es
controlado por el canal de K Slo3, dependiente de Ca* y en
menor medida por cambios en el pHi. Los canales sSNHE y Hvi
son los candidatos propuestos para el control del pHi. Se
sugiere que la recuperacién de la respuesta a Ca** es regulada
por NCX y PMCA, aunque su identidad molecular no se ha
confirmado (Tomado y modificado de 34).
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Ademas de la estimulacion de la RA se ha atribuido importancia fisioldgica

a la progesterona en la capacitacion, la quimiotaxis y la hiperactivacion 3% 3%,

La importancia del medio intracelular alcalino, de acuerdo con este modelo,
resultaria critica para la accidn extragenomica de la progesterona en los

espermatozoides de humano.

1.5 Cambios de pHi en el espermatozoide durante la capacitacion

Los espermatozoides de mamifero estan expuestos a condiciones de pH
externo (pHe) variables durante su trayectoria desde el tracto reproductor
masculino hasta el femenino. En el macho, el fluido del epididimo posee un pH

acidoy se regula por el epitelio epididimal mediante el incremento de la secrecion

proténica y la absorcién de HCO, B3¢

. Los transportadores trans-epiteliales,
incluyen la bomba de protones H'-ATPasa, antiportadores H*/Na*, co-
transportadores Na*/HCO,, y varias anhidrasas carbdnicas que en conjunto
mantienen la acidez del lumen epididimal y propician el estado quiesciente de los

espermatozoides 371,

En la hembra, el pHe del fluido luminal varia a lo largo del tracto

reproductor femenino. La vagina posee un pH luminal bajo (~5), que se mantiene

38 Cuando

acido debido a la producciéon de acido lactico por Lactobacillus
ocurre el coito, los espermatozoides se mezclan con el plasma seminal que
mantiene un pHe alcalino (7.2-8.4) y altas concentraciones de HCO;, asi como los
fluidos secretados por el epitelio genital femenino. En este nuevo microambiente,

con un pHe alcalino y altas concentraciones de iones Na*, CI" y HCO;, los
_ . , : .1 [39, 40]
espermatozoides mantienen una ventaja contra la acidez vaginal .

A medida que los espermatozoides viajan a través del tracto genital

femenino, el pH luminar incrementa significativamente hasta valores cercanos a

- [4,3]

8, debido a las altas concentraciones de HCO, , en tanto que, el pHi aumenta

gradualmente también. Se ha demostrado que, durante la capacitacion, el pHi

[41

aumenta en espermatozoides de humano aunque los mecanismos

moleculares que lo controlan no son del todo claros.
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Las moléculas encargadas del control del pHi se pueden clasificar en dos
grupos principales: transportadores membranales de H* y transportadores de
HCO;,". El primer grupo esta constituido por intercambiadores Na*/H"* de la familia
SLCY y canales de H*. En humano, el canal de protones Hv1 dependiente de
voltaje, probablemente constituye el principal mecanismo de eflujo de protones
(421 contribuyendo al aumento del pHi. El segundo grupo involucra co-

transportadores de Na*/HCO; (NBC), intercambiadores ClI'/HCO, (SLC26) y el
canal CFTR 31,

En conjunto, la participacion de estas entidades moleculares proveeria de

la homeostasis necesaria para la regulacion del pHi, como se sugiere en la Fig. 7:

Na* HCO, CF HCOy

| |
eecsser  -so . ol
cosees - ? “

C02+H20(—)HCO3 +H*

Citoplasma TH&OS- l " i
6= | |

K+ |Em Ca?*

/ !
909999000090 bove
653&&366&3&3 boos

‘w Sy

S "

seoeoee
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so00eesesse
esvesterdee

Pnogesterona

Figura 7 | Modelo de las principales entidades moleculares
involucradas en la regulacién del pHi en espermatozoide de
humano.

El metabolismo del HCO; puede ser regulado por
transportadores NBC, SLC26 y CFTR que producirian un
aumento del pHi. Las anhidrasas carbénicas (CAs) podrian
participar en la regulacién del pHi mediante la catdlisis
reversible de la reaccion (CO»+H,O0¢>HCO;z+H"), donde el
aumento del HCO3; promoveria la alcalinizacién intracelular. El
incremento del pHi activaria al canal Slo3, produciendo la
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hiperpolarizacién de la membrana. Por otro lado, la salida de
H*, a cargo del canal Hvi, podria inducir una alcalinizaciéon
intraflagelar y activar el canal de Ca*, CatSper. CatSper, a su
vez, es activado por progesterona y promueve el aumento de

[Ca*]i (Basado en 43, 44).

Aunque falta mucho por saber sobre la secuencia temporal en la que
ocurren los procesos vinculados al aumento del pHi, la homeostasis del pHi es
esencial en la regulacién de muchas proteinas que son pH-dependientes, por lo
que resulta de gran interés estudiar la posible regulacion diferencial del pH en el

espermatozoide y su papel fisioldgico durante la fecundacién.
2. Antecedentes

La regulacidon de muchas funciones del espermatozoide esta asociada a
cambios en el pH, tanto externo como interno. Como se menciono6 anteriormente,
la alcalinizacién intracelular del espermatozoide se asocia con tres eventos
determinantes de la fecundacién: el inicio y modulacién de la movilidad flagelar,

el inicio y desarrollo de la capacitacién y la activacion de la maquinaria exocitotica

de la RA 129,

En un enfoque subcelular, el acrosoma experimenta cambios en el pH
durante la capacitacidon, por lo que la regulacion de ciertas funciones del

espermatozoide podria no estar limitada al citosol °.

[45, 46]

El pHacr de un espermatozoide no capacitado es acido (<5.5) y esta

controlado principalmente por una bomba de protones dependiente de ATP (V-
ATPasa) 7 %8 que mantiene la acidez del acrosoma y podria repercutir en la
alcalinizacion citoplasmatica. Los organelos acidos requieren canales ionicos y
transportadores para regular sus funciones, como la homeostasis luminal iénica
y osmoética. Tal es el caso de ciertas proteasas lisosomales que son pH-

dependientes o el transporte de H* que depende del potencial de membrana %!,

Son pocos los trabajos en la literatura que abordan el papel del pH del
compartimento acrosomal en la estimulacion de la RA. Desde hace cuatro

décadas, se ha considerado que el aumento en el pH acrosomal ocurre durante

la capacitacion y que su participacion es importante para el estimulo la RA 11,
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Se ha comprobado que la matriz acrosomal es estable a un pH acido, pero
se desestabiliza a pH's neutros. La alcalinizaciéon acrosomal provoca la
degradacion de las proteinas acrosomales, por desestabilizacidon de la estructura
amiloide de la matriz proteica y a través de la protedlisis de ciertas proteasas.
Ademas, se sugiere que la degradacién de las proteinas acrosomales podria

promover el hinchamiento acrosomal, que es considerado un paso crucial y

limitante para que suceda la RA [23 3%

Dentro de los primeros trabajos sobre el pHacr de mamiferos, Working &
Meizel (1983) reportaron un incremento significativo de la RA en presencia de
compuestos que aumentan el pHacr de espermatozoides de hamster, durante la

capacitacion 8,

Mas tarde, Nakanishi y colaboradores (2001) generaron un ratén
transgénico que expresaba la proteina EGFP al interior del acrosoma. La proteina
emite fluorescencia dependiente de pH, lo que les permitid registrar el
incremento gradual del pH intra-acrosomal de 5.3+0.1 a 6.2+0.3 después de dos
horas de capacitacion. Interesantemente, observaron que la alcalinizacion
acrosomal correlaciond con la ocurrencia de RA espontanea (RA sin inductores
externos), demostrando que el aumento del pHacr ocurre fisiologicamente

durante la capacitacién 4°1.

En un trabajo muy reciente de nuestro laboratorio, Chavez y colaboradores
investigaron la relacion entre la alcalinizacion acrosomal, la liberacion de Ca** y la
RA en espermatozoides de mamifero. Observaron que la acumulacion de ciertas
bases débiles (inhibidoras de CatSper) al interior del acrosoma, provocan el
incremento del pHacr, desencadenando la liberacién de Ca** desde el acrosoma
e induciendo la RA en espermatozoides de raton y humano. Este trabajo es el
primer reporte que demuestra la relevancia de la alcalinizacion del pHacr en la

induccion de la RA en la especie humana P,

La evidencia demuestra que el papel del pHacr es relevante en la
preparacion de la RA, aunque aun se desconoce mucho sobre el control de este

proceso que es necesario para la fecundacion.
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3. Hipdtesis

El pH del acrosoma se alcaliniza antes de que ocurra la reaccién acrosomal

en espermatozoides de humano.

4. Objetivos

Determinar cual es la dinamica del pH acrosomal antes de que se induzca

la reaccion acrosomal en espermatozoides de humano.

o Establecer la estrategia experimental para medir pHacr y RA
simultaneamente en espermatozoides de humano.

e Determinar la temporalidad en la que ocurren los cambios de pHacr
durante la RA.

e Determinar la respuesta del pHacr al inducir la RA con un ionéforo de

calcio y con progesterona.

5. Materiales y métodos

Se utilizd el medio HTF (Human Tubal Fluid) que contiene en mM: NaCl
90.7, KCl 4.7, Glucosa 2.78, CaCl, 1.6, MgSO, 1.2, KH,PO, 0.3, Na-Piruvato 3.4, Na-
Lactato 60, HEPES 23.8.

Medio capacitante: medio HTF, suplementado con NaHCO; (24 mM) vy
albumina sérica de bovino (BSA) 0.5% p/v.

Los medios se ajustaron a un pH de 7.4.

Con base en los requerimientos establecidos por la Organizacion Mundial
de la Salud (World Health Organization., 2010) 2 y bajo la autorizacién previa

del Comité de Bioética del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional

Autdnoma de México, individuos humanos sanos donaron muestras de semen,
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obtenidas mediante eyaculacion y depositadas en un contenedor estéril. Se

usaron 5 donadores distintos.

A continuacién de la obtencion del semen, las muestras se incubaron a 37°C
en una atmosfera de 5% CO,, durante 30-60 minutos, para permitir la licuefaccion.
Transcurrido este tiempo, se procesé el semen mediante la técnica "swim-up" o
nado hacia arriba, basado en el reporte de Mata-Martinez et al, 2013 *31 que
consiste en seleccionar los espermatozoides de humano con mejor movilidad. El

procedimiento se realizd con algunas modificaciones, como se describe en la Fig.
8.

Alicuotas ; AN e Ajustar a 10x10¢
MEEmm e SOu ¢ ‘ células/mL
- | = - N de medio HTF,
_ ) +0.5% (p/v) BSA
Muestra de semen ' » + 24 MM NaHCOs
Conteo celularen
cémara Makler &
30 min + 1 mL medio HTF 1 hora Promedio = 25 R
CO2 5% / Aire 95%  +0.5% (p/v) BSA CO2 5% / Aire 95% 25x106 células/mL Ccpsoﬁﬁoc'on-
37°C +24 mM NaHCO:s 37°C oras
COz2 5% / Aire 95%
37°C

Figura 8 | Swim-up, método de seleccién de espermatozoides con
mayor movilidad.

En el swim-up se distribuye la muestra seminal en tubos de ensayo
colocando 500 pL en cada uno y 1 ml de medio HTF capacitante,
evitando que las fases se combinen. Después, se inclinan los tubos
cuidadosamente, a un angulo aproximado de 30° y se introducen
en la incubadora (37°C, 5% CO.) durante 60 minutos. Al concluir
el tiempo de incubacién, se recuperan 800 pL de la fase superior
y se realiza un conteo rdpido de los espermatozoides en una
camara Makler (Selfi-Medical Instruments, Haifa, Israel).
Finalmente, se ajusta la concentracién espermdtica a ~10x10°
células/mL usando medio HTF capacitante. (Tomado y adaptado

de 53).

Se promovid la capacitacion de los espermatozoides en condiciones de
incubacion a 37°C en una atmosfera de 5% CO,, durante 5 horas mas, resultando
en un total de 6 horas de capacitacion incluyendo la hora transcurrida durante el

swim-up.
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5.4 Registro de pH y reaccién acrosomal en espermatozoides individuales de
humano

Tincion con marcadores fluorescentes

Al concluir el tiempo de capacitacién, se centrifugd la muestra a una
velocidad de 300 g durante 3 minutos para remover el excedente de BSA. Se

descarto el sobrenadante y se agregoé 1 mL de medio HTF.

Se afadi6 el colorante LysoSensor Green DND-189 (443505 nm) (en
adelante referido como LS Green) a la muestra de espermatozoides a una
concentracién de 500 nM, se incubaron durante 30 minutos previos a los
experimentos. Durante los registros, LS Green se mantuvo en el medio

extracelular a una concentracion final de 500 nM.

Para monitorear la ocurrencia de la RA en tiempo real, se utilizé la

B4 con el

estrategia experimental reportada por Sanchez-Cardenas et al,
marcador FM 4-64 (515/640 nm), a una concentracion final de 10 uM en el medio
extracelular. El colorante se afiadié 1 minuto antes de iniciar los registros,
permitiendo asi la incorporacion del colorante en la membrana del
espermatozoide. Las muestras se protegieron de la luz en cuanto se agregaron

las sondas fluorescentes.

Montaje e inmovilizacion parcial de espermatozoides

Para la obtencién de las imagenes individuales de los espermatozoides, se
recubrieron cubreobjetos circulares de 25 mm de diametro con Poly-L-
lysine 0.03% (w/v) para inmovilizar las cabezas de los espermatozoides y se
montaron en camaras de registro, manteniendo la temperatura a 37°C a lo largo

de las peliculas.

Una vez montado el sistema, se agregaron 10 pL de muestra espermatica
sobre el cubreobjetos y se realizé6 cuidadosamente un lavado para retirar las
células que no se adhirieron. En seguida, se colocé un volumen final de 200 pL de
medio de registro (HTF no capacitante), conteniendo ambos colorantes en el
medio extracelular asi como en las adiciones, a fin de mantener un equilibrio entre

el medio y las células reduciendo la pérdida de fluorescencia de estas.
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La duracion de las peliculas se estableci6 con base en el
fotoblanqueamiento de los colorantes y el tiempo promedio de RA que se ha
reportado en la literatura para los inductores utilizados en este trabajo. Todas las
adiciones se incorporaron lentamente aproximadamente al minuto 1 6 5 durante
los registros, agregando un volumen de 50 pL y procurando no generar artefactos
por efecto de adicion.

Todas las soluciones se prepararon con FM 4-64 y LS Green a una
concentracion final de 10 uM y 500 nM, respectivamente. Como control de medio
se usd HTF no capacitante. Como agente alcalinizador se utilizé NH,Cl a una
concentracion final de 10 mM. Para inducir la RA se utilizé ionomicina y

progesterona a una concentracion final de 10 uM en ambos casos.

5.6 Registro de pHacr y RA en células individuales

Los registros se realizaron en un microscopio de epifluorescencia invertido
Olympus iX71, a través de un objetivo de inmersidon en aceite 60x/1.42 NA
(PlanApo N). Se capturé6 una imagen por segundo registrando la sefal
fluorescente de cada colorante alternadamente, con excitacién de 2 ms y una

duracion total de 7 minutos por registro (Basado en 55).

Las muestras cargadas con FM 4-64 y LS Green se excitaron con un LED
Blue (3.15 A, Luminus Devices, Woburn, MA) con un filtro de excitacion de paso
de banda (HQ 480 / 40X) y un filtro de emision (HQ 535/50M) (Chroma
Technology, Bellows Falls, VT).

Las imagenes de fluorescencia se adquirieron mediante una camara EMCCD iXon
3 (Andor Technology), utilizando un protocolo ejecutado por el software Andor
iQ209.1.

5.7 Analisis de datos
El analisis de las sefales fluorescentes se realizé en el programa Image J,
(National Institutes of Health, http://rsbweb.nih.gov/ij/). La sefial de fluorescencia

en célula Unica se obtuvo trazando una regién de interés (ROI) desde la zona

ecuatorial de la cabeza del espermatozoide hasta abarcar la regién acrosomal,
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seleccionando solo los espermatozoides que mantuvieron movilidad durante los

registros.

Normalizacién de los valores de fluorescencia

Se obtuvieron unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) en el curso del
tiempo y se normalizaron a 1 con la ecuacién (F/F,), donde F es cualquier valor
de fluorescencia en el tiempo menos el fondo y F, es la fluorescencia basal
obtenida durante los 10 segundos iniciales. El fondo se obtuvo trazando un ROI
en una region de la pelicula desprovista de células o sefial del colorante. Todos
los registros de fluorescencia se sometieron a esta normalizacion en funcion del
tiempo, los datos numéricos se presentan como la media + S.E.M y las pruebas
estadisticas se realizaron usando una ANOVA con una prueba de Tukey de
comparacion multiple. Las diferencias se consideraron significativas cuando p <
0.05(*), p<0.01 (**)y p <0.007 (***).

El analisis estadistico y los graficos se obtuvieron mediante el software
GraphPad Prism 6.01 (La Jolla, CA, USA), SigmaPlot 12 (Systat Software Inc. San
Jose, CA), y Excel (Microsoft).

6. Resultados

6.1 Registros de pHacr en diferentes estimulos

Para seqguir la dinamica del pHacr en espermatozoides de humano que
experimentan la RA, establecimos una estrategia experimental basada en el
monitoreo de dos colorantes capaces de reportar cambios del pH y ocurrencia de

la RA, concomitantemente (ver Apéndice 1).

Por un lado, LS Green es una sonda acidotrOpica que presenta una
disminucién de la fluorescencia en respuesta a la alcalinizacion y un aumento de
la sefial fluorescente durante la acidificacién. Por otro lado, FM 4-64 es un
colorante lipofilico que incrementa su fluorescencia a medida que ocurre la RA,

posiblemente por la incorporacion del colorante al interior de las fenestraciones

que resultan de la fusion de membranas *¥

. Esta estrategia experimental nos
permitid obtener las intensidades de fluorescencia de los espermatozoides
individualmente, para asi monitorear la RA y los cambios del pHacr en tiempo

real.
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En seguida, examinamos el comportamiento del pHacr por cada grupo

experimental de células ante diferentes estimulos:

A partir de los registros de fluorescencia normalizada de espermatozoides
individuales (como los que se muestran en el Apéndice 2), se obtuvo el promedio
de fluorescencia por condicion experimental, representados por trazos que
incluyen el S.E.M. Por lo tanto, cada trazo representa el promedio del cambio de
fluorescencia normalizada, por condicion (medio HTF, ionomicina, progesterona
o NH,CI), incluyendo los errores estandar a lo largo del tiempo. Todos los trazos
de las Figs. 9, 11a, 13a y 15a se obtuvieron de esta manera y corresponden a los
espermatozoides intactos, mientras que los espermatozoides reaccionados se

representan con puntos como se explica mas adelante para el caso de la RA.

La respuesta de las células expuestas a diferentes estimulos, se dividieron
en dos grupos principales para su analisis: las células que no experimentaron RA

(espermatozoides intactos) y las que si (espermatozoides reaccionados).

Como primer paso, se evalué la respuesta de LS Green en células que no
liberaron su contenido acrosomal (espermatozoides intactos o no reaccionados)
(Fig. 9), conforme a lo reportado por FM 4-64 y con la finalidad de constatar que
LS Green fuese un fiel reportero de cambios en el pH del acrosoma. Se determiné
la fotoestabilidad del colorante (células=60, n=4) por la exposicién a la fuente de
iluminacion, que mostré un ligero decaimiento de la fluorescencia promedio sin
relevancia estadistica (trazo gris) conforme a la prueba de Tukey de comparaciéon

multiple.

En un siguiente experimento, se evaluo la respuesta al medio de registro,
que se utilizé como vehiculo para todos los compuestos que se adicionaron y
también se us6 como un control negativo de la alcalinizacién acrosomal (trazo
negro). Al minuto 1 se incorporé medio HTF no capacitado (células=46, n=5), la
fluorescencia media se mantuvo al margen de los niveles del fotoblanqueamiento
en los primeros minutos y a partir del minuto 3.5 se observé un ligero
decaimiento de la fluorescencia, que resultd insignificante en comparacion al

efecto de los estimulos probados. La segunda adicion fue NH,CI (10 mM) en el
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minuto 5, se usé como un control positivo de alcalinizacién acrosomal y los
espermatozoides respondieron efectivamente, mostrando un incremento del

pHacr significativo.

Posteriormente, examinamos el efecto de los inductores de la RA en el

pHacr de los espermatozoides intactos:

Se adiciono el ionéforo de Ca®* ionomicina (minuto 1), un inductor artificial
de la RA, que provocd un aumento del pHacr con una cinética lenta, constante y
lineal (trazo verde). Después, estas células se expusieron a NH,Cl (minuto 5),
respondiendo a una segunda alcalinizacion acrosomal sin que se desencadenara
la RA en el tiempo que comprendieron nuestros registros. Estos resultados
comprenden a todos los espermatozoides que no respondieron a la RA por la
exposicion a lonomicina+NH,Cl, un total de 39 espermatozoides no reaccionados
de 161 células analizadas (n=6). De los estimulos analizados en los
espermatozoides intactos, la adicion de ionomicina+NH,Cl generaron los niveles

de alcalinizaciéon acrosomal mas altos en espermatozoides intactos.

Como un agonista fisioldgico de la RA, se utilizé progesterona (minuto 1),
que genero una alcalinizacion rapida y que se sostuvo después del primer minuto
de la adicion (trazo rojo). En el minuto 5, estas células se estimularon con NH,Cl,
lo que provocd un segundo incremento en el pHacr. Estos registros corresponden
a 117 espermatozoides que no reaccionaron de un total de 153 células analizadas
(n=5).

Finalmente, expusimos a los espermatozoides a NH,Cl, en una sola adicién
(minuto 1, trazo violeta), para evaluar la respuesta del pHacr ante un agente
alcalinizador. Conforme a lo esperado, el pHacr de los espermatozoides
incrementod, generando una alcalosis rapida, que se estabilizd durante el primer
minuto de la adicion en 78 espermatozoides intactos de un total de 100 células

analizadas (n=5).

De forma interesante, la alcalinizacion que provocé la progesterona
(minuto 1, trazo rojo) siguio una cinética muy similar a la que promovi¢ el NH,Cl
(minuto 1, trazo violeta), incluso la fluorescencia media se traslapd desde el

momento de la adicién y hasta el minuto 3.5.
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Figura 9 | Registros de LS Green ante distintos estimulos sin
ocurrencia de RA.

Cada trazo representa la fluorescencia normalizada promedio +
S.E.M. de la region acrosomal de espermatozoides individuales de
al menos 4 donadores distintos. La primera punta de flecha
indica la adicién del estimulo al minuto 1 (HTF, ionomicina,
progesterona 6 NH,Cl). La segunda adicién corresponde a NH,Cl,
al minuto 5, excepto en el caso de NH,Cl (Trazo violeta). En el
registro de fotoestabilidad no se realizaron adiciones (Trazo gris).

Los inductores de la RA utilizados durante estos experimentos, asi como la
respuesta al NH,Cl, provocaron la disminucién de la fluorescencia de LS Green en
niveles estadisticamente diferentes al control de medio HTF+NH,Cl y a los
registros de fotoestabilidad, conforme a la prueba estadistica de comparacién

multiple.

6.1.2 El pHacr durante la RA (Espermatozoides reaccionados)

Una vez corroborado que LS Green es capaz de indicar cambios en el pHacr

de espermatozoides de humano, se examino la respuesta de las células que si
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experimentaron el proceso de RA, por lo que liberaron su contenido acrosomal

(células reaccionadas).

Con el fin de realizar un estudio comparativo sobre el comportamiento del

pHacr cuando hay y no hay RA, el analisis se realizé de la siguiente forma:

Se seleccionaron las células que experimentaron RA y se grafico para cada
espermatozoide (como se especifica en el Apéndice 3) el valor de fluorescencia
de LS Green (puntos amarillos) en el tiempo que inicio la RA (reportada por FM
4-64). Los espermatozoides reaccionados se agruparon por intervalos de tiempo
de reaccion, en rangos de un minuto (minuto 1-2...6-7), es decir, cada punto
amarillo corresponde a una célula reaccionada en cierto nivel de alcalinizacién y
dentro de cierto intervalo de tiempo. Asimismo, seflalamos el promedio de
alcalinizacion acrosomal durante la RA (puntos rojos) para cada intervalo de

tiempo, incluyendo las desviaciones estandar.

El siguiente paso fue realizar el analisis de comparaciéon multiple de la RA
(puntos rojos) contra dos condiciones sin ocurrencia de la RA: el control de medio
HTF+NH,Cl (trazos en negro) y su respectivo inductor (trazos en azul) conforme
transcurrio el tiempo. Por lo que establecimos como puntos de comparacién la
mitad de cada intervalo de tiempo (minuto 1.5...6.5) para confrontar, en un
analisis estadistico, el cambio del pHacr en cada condicion y a medida que
transcurre el tiempo de registro (Figs. 11a, 13a y 15a). El resumen de las pruebas

de comparacién multiple se grafica para cada estimulo (Figs. 11b, 13b y 15b).

En sintesis, confrontamos los promedios de fluorescencia de LS Green, en
el inicio de la RA y en ausencia de RA (control de medio e inductor) en seis
momentos a lo largo del tiempo (minuto 1.5...6.5) para explorar si existe una
correlacion entre la magnitud de alcalinizacion acrosomal y el

desencadenamiento de la RA.

En primera instancia, presentamos el porcentaje de RA que resultd de cada
condicion. Estos resultados corresponden a al menos 4 donadores por cada

estimulo, donde cada donador representa un experimento independiente.

32



El porcentaje de RA se obtuvo considerando el total de los
espermatozoides reaccionados entre el total de los espermatozoides analizados
para cada donador en cierta condicion (Datos de la Fig. 10b). Se presenta la
proporcion media de RA en cada condicion, incluyendo el error estandar de la
media (S.E.M) (Fig. 10a).

La mayor incidencia de RA se observo en los espermatozoides expuestos
a lonomicina+NH,Cl, con un porcentaje del 66.8% de RA. La estimulaciéon con
Progesterona+NH,Cl generd un porcentaje de RA del 21.0%; comparablemente,
la adicién Unica de NH,Cl produjo un porcentaje medio de RA del 24.9%. El menor
porcentaje de RA se observd en las células que no se sometieron a estimulacion

y que reaccionaron espontaneamente en una proporcion del 2.1% (Fig. 10a).

a)
80 1 o
Bl onomicina (10 puM) + NH,CI (10 mM)
Bl Progesterona (10 uM) + NH,CIl (10 mM)
607 Bl NH,CI (10 mM)
é Il RA espontanea
O 409
©
X
204
0- *—

b) . . Espermatozoides Espermatozoides Total de Donadores
Condicién . . células
reaccionados intactos . (n)
analizadas

lonomicina + NH,Cl 122 39 161 6
Progesterona + NH,Cl 36 n7 153 5
NH,CI 22 78 100 4
RA espontanea 4 120 124 5

Figura 10 | Porcentaje de RA reportada por FM 4-64 en diferentes
condiciones.

a) Se presentan los porcentajes de RA media conseguidas en cada
condicion. El mayor porcentaje de RA corresponde a la condicién
lonomicina+NH,4Cl, que superé el 60%. La Progesterona+NH,Cl
indujo cerca del 21% de RA, en proporciones similares al efecto
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del NH,Cl (24.9%). La RA espontdnea sdlo se presenté en 2% de
la poblacién analizada. Las barras representan la media + S.EM.
b) En la tabla se resume el numero de espermatozoides
cuantificados en presencia o ausencia de RA, asi como el nimero
de experimentos independientes realizados para cada condicién

(n).

A continuacién, presentamos las cinéticas de alcalinizacion del pHacr con

diferentes estimulos y desglosamos los resultados de las pruebas de comparacion

multiple.

La induccién de la RA mediante la exposicién a ionomicina (minuto 1)

genero el mayor porcentaje de RA con respecto a los demas estimulos (Fig. 10).

La mayor proporcion de espermatozoides reaccionaron durante los primeros 2

minutos después de la adicién de ionomicina (Fig. 11a), tiempo en que el pHacr

promedio mostré niveles mas alcalinos comparados con las células no

reaccionadas. A medida que transcurrio el tiempo, la alcalinizacién media de los

espermatozoides reaccionados presentd niveles superiores al pHacr de células no

reaccionadas, con una mayor significancia estadistica (Fig. 11b).
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Figura 11 | Niveles de alcalinizacién en la induccién de la RA con
ionomicina.

a) Se presentan los valores de fluorescencia normalizada de LS
Green en el inicio de la RA (puntos amarillos), incluyendo el
promedio de células reaccionadas por intervalo de tiempo
(puntos rojos) y su desviacién estandar. Los porcentajes en los
cuadros rojos indican la proporcién de espermatozoides que
reaccionaron durante tal rango de tiempo. Los trazos
corresponden al promedio de la fluorescencia normalizada de los
espermatozoides intactos (ver métodos): el trazo azul
corresponde a los espermatozoides inducidos con ionomicina,
mientras que la poblacién de espermatozoides en presencia de
medio HTF + NH,Cl se representan en el trazo negro. Los
espermatozoides que desencadenaron la RA, en promedio,
mostraron niveles de fluorescencia de LS Green mds bajos y por
lo tanto mayor alcalinizacién que las células intactas. b) Resumen
del pHacr en respuesta a ionomicina (RA=122, espermatozoides
analizados=161, n= 6). Los niveles de mayor alcalinizacién
promedio por induccién de ionomicina, se presentaron en los
espermatozoides reaccionados, con diferencias estadisticamente
significativas respecto a los no reaccionados (control de medio y
No RA por ionomicina). Al promover la alcalinizacién intracelular
con NH4Cl, una poblacién de espermatozoides (16%) reacciond,
a partir de diferentes niveles de alcalinizacion previa a la RA. En
el minuto 6-7 no fue posible realizar la comparacién estadistica
por falta de medidas repetidas. Las barras representan la media
+ S.E.M. y los asteriscos indican diferencias significativas a un

nivel p < 0.05 (*), p<0.01 (*) y p<0.001 (**).

En la segunda adicién, agregamos NH,Cl, lo que generd que una poblacion

de espermatozoides experimentara la RA (16%), habiendo estado expuestos a
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ionomicina previamente. Como se puede apreciar en el intervalo 5-7 de la Fig. 11,
estas células mostraron mayor alcalinizacion al exponerse a ionomicina, sin
embargo, fue hasta la adicién del pulso alcalinizador con NH,Cl (minuto 5)
cuando se desencadend la RA (minuto 5-7) (Fig. 12). Asimismo, dentro de este
rango de tiempo algunos espermatozoides mostraron mayor alcalinizacion
acrosomal, pero fue hasta la adicion del pulso alcalinizador que inicio la RA,
sugiriendo que la pre-estimulacion con ionomicina favorecié la ocurrencia de la
RA desencadenada por NH,CI.

® jonomicina
30 -

® Ilonomicina+ NH,CI
25+
20 -

15+

% de RA

10 -

o I I I I I

1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7

Intervalos de tiempo

Figura 12 | Proporcién de RA con la adicién de ionomicina y la
subsecuente adicién de NH,Cl en el transcurso del tiempo.

El mayor porcentaje de RA ocurrié en los primeros minutos de
la exposiciéon a ionomicina (verde) y el porcentaje decayé
conforme transcurrié el tiempo. Tras afadir NH,Cl, después del
minuto 5 (rosa), respondié el 16% de los espermatozoides
reaccionados en el minuto 5-6 y finalmente, el 1% al concluir los
registros.

Por lo tanto, la estimulacién con ionomicina produce una alcalinizacién del pHacr

que, en general, fue superior en los espermatozoides que experimentaron la RA.

La RA estimulada por la progesterona, un agonista fisiologico en
espermatozoides de mamifero [56, 57], manifestd un porcentaje menor (21%) de

células reaccionadas comparado con los estimulos probados en este trabajo y
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cercano a lo reportado en la literatura [30, 57]. Los espermatozoides expuestos a
progesterona (10 pM), alcalinizaron su pHacr (Fig. 13). En el primer minuto
después de la induccidn, los espermatozoides intactos se alcalinizaron mas

rapidamente en comparacion a la media de los espermatozoides reaccionados.

Del total de espermatozoides reaccionados con progesterona, cerca del 30% de
la poblacién reacciond durante los dos primeros minutos después de la
exposicion y algunos espermatozoides mantuvieron niveles de pHacr mas
alcalinos que los intactos, aunque la prueba estadistica no dio diferencias

significativas de la alcalinizacion promedio durante este tiempo.

A partir del minuto 3, la alcalinizacion media de los espermatozoides
reaccionados fue mayor que el pHacr de los espermatozoides intactos expuestos
a progesterona, aunque solo fue estadisticamente significativo en el intervalo del
minuto 3-4 y en un 8.3% de la poblacion reaccionada (Fig. 13b). Con respecto al
control de medio HTF+NH,Cl, siempre hubo diferencias significativas en la

alcalinizacion acrosomal durante la induccion de la RA con progesterona.
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Figura 13 | Niveles de alcalinizacién en la induccién de la RA con
progesterona.

a) Valores de fluorescencia de LS Green en el inicio de la RA
(puntos amarillos) y fluorescencia media de RA (puntos rojos)
por intervalos de tiempo. Los porcentajes en los cuadros rojos
indican la proporcién de espermatozoides que reaccionaron
durante tal rango de tiempo. Los trazos representan el promedio
de la fluorescencia normalizada (ver métodos) + S.E.M. de los
espermatozoides intactos en el curso del tiempo. El trazo azul
corresponde a los espermatozoides inducidos con progesterona,
los cuales no experimentaron RA. El control de medio
HTF+NH,Cl se representa en el trazo negro. b) Cuantificacién de
la fluorescencia normalizada por intervalos de tiempo: la grafica
de barras corresponde a los valores de la media = S.EEM. a la
mitad de cada intervalo de tiempo y los asteriscos indican
diferencias significativas a un nivel p < 0.05 (¥), p < 0.01 (**) y

p < 0.001 (**%).
De manera interesante, el mayor porcentaje de RA obtenido por la
exposicion a progesterona (55.5% de la poblacion total expuesta a
Progesterona), ocurri6 tras el estimulo alcalinizador de NH,Cl, durante los
dos minutos siguientes (Fig. 14, minuto 5-7). Estos espermatozoides
aumentaron su pHacr antes de la RA aunque la media de alcalinizacién
acrosomal no mostré significancia estadistica en esta poblacion de

espermatozoides.
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Figura 14 | Proporcién de RA con la adicién de progesterona y la
subsecuente adicién de NH,Cl en el transcurso del tiempo.
La RA desencadenada por la exposicién a progesterona (verde)
obtuvo la mayor proporcién en los primeros minutos y decrecié
conforme avanzé el tiempo. Notablemente, después de la adicién
de NH,Cl (rosa), una proporcién superior de espermatozoides
respondié a la RA el 33.3% en el minuto 5-6 y 22.2% durante el
minuto 6-7. Es decir, de la poblacién total de células reaccionadas
con progesterona, mas de la mitad (55.5%) experimenté la RA
con la subsecuente adiciéon de NH,CI.
Por lo tanto, la estimulacion con progesterona genera una alcalinizacion
acrosomal tanto en espermatozoides intactos como en los que experimentan la

RA.

En los registros anteriores, hemos utilizado NH,Cl, después de la
exposicion a los inductores, como un control del aumento del pHacr. Para
explorar si la elevacion del pHacr es capaz de desencadenar la RA por si misma,
se indujo la alcalinizacion intracelular de los espermatozoides, mediante la

exposicion a NH,Cl.

Nuestros resultados mostraron que NH,Cl promueve un aumento del
pHacr aunque, contrario a lo esperado, la alcalinizacion intracelular soélo
desencadend la RA en una pequefia proporcion de espermatozoides (24.9%)

comparado con el resto de los estimulos (Fig. 10). De esta poblacion de
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espermatozoides reaccionados, la mayoria (31%) inicidé la RA dentro del primer
minuto (Fig.15a), donde el pHacr fue mayor para los espermatozoides

reaccionados, con una diferencia estadistica significativa (Fig.15b).

Conforme transcurrio el tiempo, los niveles de alcalinizacién de los
espermatozoides reaccionados mostraron diferencias significativas contra el
control de medio HTF pero no en comparacion al pHacr de los espermatozoides
intactos, lo que sugiere que la alcalinizacion del acrosoma es importante mas no

esencial para la ocurrencia de la RA en humanos.
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Figura 15 | Niveles de alcalinizacién acrosomal por exposicién a
NH,Cl.

a) El trazo azul corresponde a espermatozoides expuestos a una
sola adicién de NH,Cl en el minuto 1. El trazo azul representa el
control de medio HTF+NH,Cl. Los espermatozoides reaccionados
por estimulacién del agente alcalinizador, se representan con
puntos amarillos, que corresponden a la fluorescencia de LS
Green en el inicio de la RA. Los puntos rojos indican la
fluorescencia media de reaccién incluyendo la desviaciéon
estandar por intervalos de tiempo. El pHacr de las células
reaccionadas fue mayor que el control en la mayoria de los
intervalos, no asi en comparacién al pHacr promedio de las
células intactas (trazo azul). Los porcentajes en los cuadros rojos
indican la proporcién de espermatozoides reaccionados en el
rango de tiempo. El control se representa en el trazo negro. b)
Resumen de los resultados de alcalinizacién acrosomal con NH,Cl
(RA=22, espermatozoides analizados=100, n=5). Las barras
representan la media + S.E.M. y los asteriscos indican diferencias

significativas a un nivel p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) y p < 0.001

(***).

Los espermatozoides reaccionados espontaneamente, en condiciones

desprovistas de estimulos, corresponden al menor porcentaje de RA observada

(2%) de las condiciones analizadas. Desafortunadamente, solo 4 células se

sometieron a la RA espontanea, de un total de 124 células analizadas, por lo que,

debido a la baja tasa de RA espontanea y a que se contd con una sélo célula

reaccionada por intervalo de tie8mpo, resultd imposible llevar a cabo la prueba

estadistica en esta condicion, dada la falta de medidas repetidas (Fig. 16).
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Figura 16 | Cinética del pHacr durante la RA espontédnea

Los trazos (rosa, azul, verde, morado) corresponden a la
fluorescencia individual de LS Green y los circulos indican el
tiempo en el que inici6 la RA, conforme con FM 4-64. Cada color
corresponde a un espermatozoide. El trazo gris representa la
fluorescencia media de los espermatozoides intactos (células=60,
n=4). En el minuto 0-1 se presentd la RA de dos células (verde y
morado), en el minuto 1-2 un espermatozoide reacciond, asi como
en el intervalo 2-3. Aunque estas dos ultimas células mantuvieron
un nivel de fluorescencia menor que el basal antes de someterse
a la RA, no fue posible realizar la prueba estadistica por falta de
medidas repetidas.

7. Discusion

Sanchez-Cardenas y colaboradores (2014), establecieron una estrategia
para estimar simultdneamente cambios en el [Ca**]i y la progresién de la RA en
espermatozoides de humano, mediante los colorantes fluorescentes Fluo-4 y FM

4-64, respectivamente 541

. Con base en esta técnica, en el presente trabajo
establecimos la metodologia para medir los cambios de pHacr asociados al
proceso de RA, utilizando un colorante sensible a cambios en el pH, en lugar del
colorante para medir [Ca*']i. LS Green es una amina débil que se acumula en
compartimentos acidos como resultado de la protonacion, incrementando su

fluorescencia o bien, disminuyéndola cuando el pH se eleva.

Como hemos mencionado, el acrosoma es una vesicula acida cuyo
contenido se libera durante la RA, un proceso gradual y progresivo de exocitosis.
Con el fin de comprobar que LS Green fuese un buen indicador de cambios en el
pH del acrosoma antes y durante la induccion de la RA, en primer lugar,
realizamos un analisis en los espermatozoides con acrosomas intactos, conforme
a lo reportado por FM 4-64 (Fig. 9).

Al exponer a estas células a los distintos estimulos, revelaron diferentes

cinéticas de disminucion de la fluorescencia de LS Green:

En el control de medio HTF, los niveles de fluorescencia se mantuvieron
dentro del margen de la fotoestabilidad media, hasta el minuto 3.5 vy

posteriormente ocurrid un ligero decaimiento que indicaria un incremento del
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pHacr. Este ligero aumento del pHacr puede explicarse por las condiciones del
medio externo de registro: el pHe se ajustd a 7.4 para simular una condicion del
ambiente femenino, lo que pudo suscitar una ligera alcalinizacién del citosol, y
por lo tanto del pHacr, pues se ha estimado que el pHacr de espermatozoides

capacitados alcanza un valor de 6.2 **! y hay una dependencia del pHi con el pHe

[43]

No obstante, esta ligera alcalinizacién en el control negativo de medio HTF
es insignificante en comparacion al efecto que generaron los inductores. Ademas,
la subsecuente adicién de NH,Cl, como un control positivo de alcalinizacion

acrosomal, si resultd en un efecto con significancia estadistica.

Los cambios en los niveles de fluorescencia media en los controles de
fotoestabilidad y el medio de registro (HTF+NH,Cl) nos permitieron constatar que

LS Green reporta confiablemente cambios de pH en la regién acrosomal.

A continuacion, se discute el efecto de los inductores en el pHacr y se

comparan los resultados en presencia y ausencia de la RA.

Nuestros resultados demuestran que la exposicion a ionomicina generé
una cinética de alcalinizacion distintiva del resto de los estimulos examinados, en
los espermatozoides intactos, con un aumento lento y gradual a lo largo del
tiempo y siendo estadisticamente diferente del control de medio en todos los

intervalos de tiempo evaluados.

Por su parte, los espermatozoides reaccionados exhibieron una tendencia
similar en la alcalinizacion acrosomal media (circulos rojos) durante la exposicién
a ionomicina (Fig. 10a), por intervalo de tiempo y a medida que el tiempo
avanzaba, los espermatozoides que reaccionaron alcanzaron niveles mas
alcalinos. Cabe destacar que los espermatozoides que se sometieron a la RA
mostraron niveles de alcalinizacion media superior que los espermatozoides
intactos. Estos resultados sugieren que los espermatozoides estimulados con
ionomicina, requieren alcanzar niveles mas alcalinos del pHacr para someterse a
la RA.
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La ionomicina es un iondforo intercambiador de Ca®*/H* y un potente

inductor de la RA 88l La alcalinizacion observada en el pHacr puede explicarse
por la entrada de Ca** a la célula, lo que induciria la salida de H*, a nivel del citosol

y consecuentemente a nivel del acrosoma, elevando asi el pHacr.

Por otro lado, la cinética de alcalinizacion acrosomal en respuesta a
ionomicina, podria revelarnos la velocidad con la que incrementa el pH de la
vesicula acrosomal, probablemente mediante el intercambio de Ca®* por H*. Bajo
este mecanismo supuesto, se explicaria que la mayor proporcion de células que
experimentaron la RA mostraron los niveles mas altos de alcalinizacion vy,

probablemente, mayores niveles de [Ca**]i, por la accién del iondforo.

Finalmente, el mecanismo mediante el que este ionéforo de Ca**
promoveria la alcalinizacion acrosomal, podria no involucrar al conjunto de
canales implicados en la regulacion del pH en el espermatozoide, ante
condiciones fisiologicas, por lo que estos resultados deben interpretarse con

reserva.

Para tener un acercamiento al efecto de un inductor fisioldgico de la RA

en el pHacr, expusimos a los espermatozoides a progesterona.

Nuestros resultados sugieren que la progesterona evoca un incremento en
el pHacr en una magnitud y velocidad similar a la alcalinizacion generada por un
agente alcalinizador como NH,CI. Sorprendentemente, los trazos promedio de la
exposicion a progesterona (10 uM) y NH,ClI (10 mM) se empalmaron en los
espermatozoides que no liberaron la vesicula acrosomal (Fig. 9) e incluso el
porcentaje de RA fue similar para cada caso (Fig. 10a). Se ha propuesto que la RA
estimulada por progesterona, ocurre en una pequefa poblacién de células ya que

durante la capacitacién sélo una fraccion de los espermatozoides se someten a

los eventos moleculares necesarios para lograr la RA (4,

La alcalinizacion del pHacr promovida por la progesterona y NH,Cl, por

separado, no fue mayor al pHacr de los espermatozoides intactos en todos los
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intervalos de tiempo, sugiriendo que una mayor alcalinizacion no es

indispensable para desencadenar la RA con estos compuestos.

Pocos reportes en la literatura abordan el efecto de la progesterona en el
pHi del espermatozoide. Se ha sugerido la importancia de un medio intracelular
alcalino para la accidén extragendmica de la progesterona en la induccién de la
RA [59]. Recientemente, se describid un modelo de una via endocannabinoides

inducida por la progesterona, que promueve la entrada de Ca** a la célula a través

de CatSper un canal que es modulado por pHi *31. Sin embargo, en la actualidad
no hay evidencias de cdmo la progesterona podria repercutir directamente en el
pH del espermatozoide e incluso, en un estudio realizado por Cross y Razy-

Faulkner, se ha propuesto que genera el efecto contrario, una acidificacion P91,

A partir de nuestros resultados podemos especular que la progesterona
activa indirectamente la maquinaria de canales iénicos implicados en la
regulacién del pHi que, al elevar el pH citosélico, alcalinizaria subsecuentemente

el pHacr.

Por otro lado, y consistente con reportes anteriores, se observé una mayor

respuesta de la RA inducida por progesterona, cuando se incubd

simultaneamente con NH,Cl % una base débil que eleva el pHi. En el mismo
trabajo realizado por Cross y Razy-Faulkner, no se observd induccién directa de
la RA por los agentes alcalinizadores, NH,Cl y TMA, como tampoco observamos
en nuestros resultados una respuesta acrosomal significativa durante el estimulo
de NH,Cl. Estas evidencias sugieren que la progesterona+NH,Cl, producen un
efecto sinérgico que desencadena la RA en una respuesta rapida (2 minutos), en
comparacion al tiempo de RA que se ha visto para la progesterona
individualmente. Por lo tanto, estos resultados apoyan la propuesta de que la
alcalinizacion acrosomal podria tener un papel importante en la estimulacion de

la RA, promovida por progesterona.

Una variable por considerar en nuestro sistema es la composicion del
medio de registro, que en nuestros experimentos no contuvo HCO;™ extracelular.
Algunos autores sugieren que el HCO, podria no ser indispensable en el

[60]

momento de la RA inducida por la zona pelucida ™, otros estudios demuestran
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que la progesterona es capaz de inducir la RA en un medio con bajo HCO, 1y

coinciden en que el HCO; es un componente indispensable durante la
capacitacion. En este sentido, los resultados que mostramos en este trabajo se
obtuvieron al exponer a los espermatozoides a HCO; a lo largo de la capacitacién,
pero no durante los registros, por lo que no debemos descartar, en estudios
posteriores, considerar la respuesta del pHacr en un medio suplementado con

HCO;, al inducir la RA con progesterona.

Con el objetivo de comprobar si un agente alcalinizador del acrosoma es
capaz de desencadenar la RA al elevar el pHacr, examinamos la respuesta
acrosomal al exponer a los espermatozoides Unicamente a NH,Cl. NH,Cl es una
base débil conocida por promover la alcalinizacidn citosodlica y, acorde a nuestros
resultados, promueve también la alcalinizacidén acrosomal en espermatozoides de

humano, en presencia o ausencia de RA.

En espermatozoides no reaccionados, el trazo de alcalinizacién media por
la exposicién a NH,Cl, mostré una cinética de alcalinizacion tipica del estimulo
generado por NH,Cl, con un incremento del pH inicial sequida de una ligera
acidificacion, hasta que se estabiliza el pH, manteniéndose constante. La
naturaleza bioquimica de este compuesto podria repercutir en la baja eficacia
para desencadenar la RA, ya que la alcalinizacién que promueve en el acrosoma

es transitoria.

Nuestros resultados concuerdan con otros reportes previos, donde el
NH,Cl estimula la RA en proporciones no significativas " *8. Conforme a lo
reportado por trabajos de nuestro laboratorio, la estimulacion con NH,CI
aumenta el [Ca*']i, pero no desencadena la RA. En este reporte, Chavez et al,
demostraron que en un medio con bajo Ca** (100 nM), NH,Cl no fue capaz de
elevar el [Ca**]i pero en un medio con niveles normales de Ca®* externo (en rangos
de concentracidon como los aqui utilizados) si hay un incremento en el [Ca*']i. Por

lo que, aun cuando NH,Cl promueve la alcalinizacién acrosomal, es incapaz de
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desencadenar la RA pues es necesario el aumento tanto del pHacr como del

[Ca*7i P,

Si bien, la alcalinizacién promovida por NH,CI no resulté suficiente para
estimular la RA con significancia estadistica, no ocurrié lo mismo para el caso de
los espermatozoides pre-estimulados con los inductores de la RA. Después de la
exposicion a ionomicina o progesterona (minuto 1), se observd una respuesta
acelerada de la RA al adicionar NH,CI (Figs. 12, 14), como si la pre-estimulacién
de los inductores mas el pulso alcalinizador generaran un efecto sinérgico para

desencadenar la RA.

En relacion con nuestros resultados, los espermatozoides pre-estimulados
con progesterona o ionomicina, compuestos que incrementan el [Ca®']i,
incrementaron el pHacr y el [Ca*]i sin provocar la exocitosis acrosomal. Sin
embargo, la subsecuente exposicién al agente alcalinizador, permitié un nuevo

incremento del pHacr y el [Ca**]i que serian suficientes para desencadenar la RA.

Sugerimos que la combinacién del inductor (ionomicina o
progesterona)+NH,Cl mantienen ventaja sobre la adicién Unica de NH,Cl para
desencadenar la RA debido a dos razones principales: a) los inductores per se
elevaron el pHacr de los espermatozoides (incluyendo los intactos), b) los
inductores de la RA involucran el influjo de [Ca®*]i, que es requerido durante ese

proceso.

Estas evidencias apoyan la propuesta de que tanto el pHacr como el [Ca*"]i
desempefan papeles cruciales en el desarrollo de la RA en espermatozoides de

humano.

7.5 En la RA espontdnea no se detectaron cambios de pHacr

La RA espontanea se manifiesta sin que se estimule a los espermatozoides
con algun inductor. Esperabamos que estos resultados aportaran informacion
sobre el tiempo y la magnitud de cambio del pHacr antes de la RA. Sin embargo,
nos enfrentamos con dos limitantes principales, la primera corresponde a la baja
tasa de RA espontanea observada, donde solo 4 células de 124 analizadas
reaccionaron de esta forma; la segunda limitante podria recaer en nuestro sistema

de registro, que podria no contar con la resolucion temporal suficiente para
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detectar los posibles cambios de pHacr en las células reaccionadas

espontaneamente.

Aunque, se ha demostrado que la RA espontanea correlaciona con el

[45]

aumento del pHacr a lo largo de la capacitacion >, queda por resolver cual es la

escala de tiempo en la que ocurre el cambio de pHacr que la precede.

Desafortunadamente, LS Green mostrd baja fotoestabilidad a tiempos de
registro superiores bajo nuestras condiciones, por lo que no consideramos viable

alargar la duracion de los registros.

Finalmente, en este estudio no descartamos que nuestros parametros
experimentales sean iddéneos para estimar cambios del pHacr durante la RA
espontanea, debido a que las células reaccionadas en el minuto 1-3 (Fig. 16),
mostraron un decaimiento previo de su fluorescencia, que podria corresponder a
una alcalinizacion acrosomal. Asi que, para comprobar que se trate de una
alcalinizacién previa a la RA, sera necesario un analisis mas extenso con un mayor

numero de espermatozoides examinados en esta condicion.
8. Conclusiones

Todos los estimulos utilizados (ionomicina, progesterona y NH,CI)

mostraron un efecto alcalinizador en el pHacr de espermatozoides de humano.

En espermatozoides intactos se distinguieron dos tendencias principales
en el incremento del pHacr durante la inducciéon de la RA: una alcalinizacién
rapida y sostenida (progesterona y NH,Cl) y una alcalinizacién lenta y constante

(lonomicina).

Los espermatozoides que se someten a la RA inducida por ionomicina,

muestran niveles de pHacr mas alcalinos que los que no reaccionan.

Los espermatozoides que se someten a la RA inducida por progesterona
alcalinizaron su pHacr, aunque no en mayor magnitud que los espermatozoides

intactos.
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La alcalinizacion del pHacr, promovido por NH,Cl, no es suficiente para

desencadenar la RA.

Debido a la baja incidencia de RA espontanea, no fue posible analizar la

cinética del pHacr en esta condicién.

La progesterona+NH,Cl, muestran un efecto sinérgico y estimulan la RA

en una proporcion superior que la efectuada por separado.
9. Perspectivas

Determinar la cinética del cambio de pHacr durante la RA espontanea,

incrementando el niUmero de espermatozoides en el andlisis de esta condicién.
Evaluar la cinética del pHacr en un medio suplementado con bicarbonato.

Investigar el papel del pHacr en la via que regula el desencadenamiento de la RA.
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1

V.  Apéndice

Deteccién de la RA mediante FM 4-64 y monitoreo del pHacr mediante LS

Green.

UAF (F/Fq)
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2.0 4
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2 4 6
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2 4 6
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a) Imagenes de espermatozoides de humano en microscopia de epifluorescencia. La
tincion con FM 4-64 delimita la membrana de los espermatozoides (izquierda) y
el incremento de la fluorescencia revela la progresion de la RA (derecha) para

b)

registrar la RA.

Alternadamente, obtuvimos los registros de la fluorescencia de LS Green,
seleccionando la regién acrosomal de los espermatozoides.

Las graficas corresponden a la sefal fluorescente de ambos colorantes en una
célula que experiment6 RA (izquierda) y otra que no (derecha).
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2. Registros de pHacr y RA en espermatozoides individuales de humano.

lonomicina + NH,CI lonomicina + NH,CI
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Trazos individuales de RA y pHacr que corresponden al registro de la fluorescencia
de FM 4-64 (derecha) y LS Green (izquierda), representados con el mismo color, en
cada una de las condiciones expuestas. Los trazos por cada condicién pertenecen a
un experimento representativo, las puntas de flecha indican el momento de la

adicion correspondiente.
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3. Determinacién del pHacr durante la induccién de la RA.

lono + NH4C| — tsNIGA;f:n
2 |
1,8 |
1,6 |
14 '
[=]
g v v
R I e
= - e SV
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Ejemplo de trazos de fluorescencia de LS Green y FM 4-64 de una célula inducida a
la RA con Ionomicina+NH,CI. Se obtuvo el valor minimo de la fluorescencia de LS
Green (circulo amarillo), justo antes del incremento de la fluorescencia de FM 4-64,
para analizar el comportamiento del pHacr de los espermatozoides reaccionados.
Finalmente, los espermatozoides se agruparon de acuerdo con el intervalo de
tiempo en que reaccionaron.
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