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RESUMEN

La capacitacion es un proceso esencial de maduracion del espermatozoide que ocurre en
el utero. Un evento clave durante dicho proceso es el eflujo del colesterol fuera de la
membrana plasmatica. La evidencia sugiere que el colesterol se distribuye en la
membrana formando nano-dominios lipidicos (balsas lipidicas) cuya organizacion y
distribucion cambian durante la capacitacion debido al eflujo de colesterol. Sin embargo
hasta ahora no ha sido posible observar estos nano-dominios en el espermatozoide.

El objetivo del presente proyecto fue observar la dindmica de los nano-dominios
enriquecidos en colesterol durante la capacitacion del espermatozoide de raton. Para
lograr esto se utilizdé el marcador de colesterol Dronpa-D4 disefiado para su uso en
microscopia de stper resolucion tipo PALM. Debido a que no fue posible establecer un
protocolo para realizar ensayos de microscopia PALM se utilizé el método de SRRF
(Super Resolution Radial Fluctuations) para generar imagenes de super-resolucion.
Ademas, se realizé un estudio de diferentes medios de muestreo sobre su efecto en el
fotoblanqueo de Dronpa-D4 en el cual demostramos la capacidad de estos medios de
muestreo para disminuir el fotoblanqueo por oxidacién de Dronpa-D4.

Finalmente, nuestras observaciones demostraron la existencia de nano-dominios
enriquecidos en colesterol cuya distribucion en la membrana de la cabeza del

espermatozoide cambia durante su capacitacion.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1  REPRODUCCION EN MAMIFEROS

La reproduccion es el proceso mediante el cual se da inicio al desarrollo de un nuevo
individuo. Existen diferentes estrategias de reproduccion en la naturaleza. Una de ellas es la
reproduccion sexual, la cual consiste en la fusion del material genético de un gameto
masculino (espermatozoide) y un gameto femenino (6vulo). En general, para que dicha
fusion del material genético ocurra, el espermatozoide debe nadar hacia el 6vulo y
alcanzarlo para poder entregar su material genético mediante un proceso denominado
fecundacion. En mamiferos este proceso ocurre en el interior del individuo,
especificamente en el aparato reproductor femenino, por lo cual se les denomina animales
de fecundacion interna (Lombardi, 2012).

Los espermatozoides recién eyaculados son incapaces de fecundar al 6vulo. Para poder
llevar a cabo la fecundacion el espermatozoide debe pasar por un proceso final de
maduracion llamado capacitacion. Dicho proceso ocurre en el aparato reproductor
femenino y consiste en una serie de cambios bioquimicos y fisiologicos en el
espermatozoide que le permitiran adquirir la capacidad de fecundar al évulo (Revisado en

Pitnick, Wolfner & Dorus, 2019).

1.2 MORFOLOGIA DEL ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide es una célula altamente especializada cuyas caracteristicas morfologicas
le confieren la capacidad de desplazarse hacia el 6vulo.

La estructura del espermatozoide es similar entre las distintas especies de mamiferos y
consiste basicamente en tres estructuras con funciones particulares: la cabeza, la pieza
media y la pieza principal (Figura 1). A su vez, cada estructura estd conformada por
distintas subestructuras que son establecidas durante la espermatogénesis en el testiculo

(revisado en Mortimer, 2018).



ESPERMATOZOIDE ESPERMATOZOIDE
DE RATON DE HUMANO

—

PIEZA MEDIA
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Figura 1. Morfologia del espermatozoide de ratén y de humano. A, esquema de las estructuras
morfolégicas en comiin del espermatozoide de raton y humano; no obstante, algunas estructuras difieren en
tamafio y forma, como la cabeza (resaltada con el circulo amarillo punteado), la mayoria de ellas se
encuentran presentes en los espermatozoides de casi todas las especies de mamiferos. Imagen modificada de
Darszon, Nishigaki, Beltran & Trevifio, 2011). B, espermatozoides de raton vistos mediante microscopia
diferencial de contraste de interferencia (DIC); imagen tomada en el Laboratorio Nacional de Microscopia
Avanzada (LNMA).

1.2.1 Flagelo: pieza media, pieza principal y pieza final

El flagelo es la estructura que confiere motilidad al espermatozoide. Su formacién
comienza en etapas tempranas de la espermiogénesis (etapa final de la espermatogénesis)
cuando el centrosoma de la célula espermatida (conformado por dos centriolos rodeados de
una matriz proteica llamada matriz pericentriolar) se recluta hacia una region cercana a la
envoltura nuclear llamada fosa de implantacion. A partir de esta zona los dos centriolos se
distancian uno del otro formando al centriolo proximal y al centriolo distal, este ultimo dara
origen al axonema del flagelo (Hermo, Pelletier, Cyr & Smith, 2009); Ambos centriolos son
heredados al 6vulo y participan en la formacion de los centrosomas involucrados en la

primera division mitdtica del cigoto (Fishman et al., 2018). El axonema, generado a partir



del centriolo distal, es la estructura responsable de las propiedades mecanicas del flagelo y
estd conformada por un par central de microtibulos rodeado de nueve dobletes de
microtubulos, generando la caracteristica forma de “9 + 2”. Dicha estructura se ha
conservado en flagelos y cilios eucariontes, desde protozoarios hasta humanos (Figura 2A;
Ishikawa, 2015). Los dobletes de microtibulos estan formados por dos subtubulos unidos
(Figura 2A, flecha roja) en donde uno de ellos se encuentra asociado a un conjunto de
proteinas llamadas dineinas (Figura 2A, flecha verde; Figura 2B remarcado en rojo y
cian). Estas proteinas funcionan como los motores moleculares que, por medio de la
hidrolisis de ATP, generan la fuerza de torsion del axonema provocando el batido flagelar.
Estas dineinas se encuentran asociadas al tubulo en forma de dos brazos, uno externo y uno
interno (Figura 2B, remarcadas en rojo y cian, respectivamente); ambos brazos de dineina
tienen diferencias estructurales y funcionales. A su vez, un complejo de unidon mantiene
unido el brazo externo de dineina al doblete de microtabulos en intervalos regulares de 24
nm (Inaba, 2003). Se cree que el par central determina el plano en el que se mueve el
flagelo y lo regula por medio de sefiales que se transmiten a los filamentos radiales (Figura
2B, remarcado en azul) los cuales interaccionan con los brazos internos de dineinas
controlando su actividad por medio de eventos de fosforilacion/desfosforilacion en

conjunto con un complejo regulador de dineinas (Figura 2B, remarcado en verde).

Figura 2. Estructura 3D del axonema del flagelo de Chlamydomonas reconstruido por crio-microscopia
electronica. A panel izquierdo, vista frontal de un corte transversal del axonema del flagelo de
Chlamydomonas obtenido por crio-microscopia electronica; panel derecho, vista lateral del axonema
mostrado en el panel izquierdo, en color verde se delinea la estructura de un doblete de microtubulos junto
con las proteinas asociadas al microtibulo. B, proteinas asociadas al microtibulo; rojo: brazo externo de
dineinas, formacion de cabezas de dineinas @, B y y en trios; cian: brazo interno de dineinas, formacién de
cabezas en pares a+b, ct+e y g+d; amarillo: cadena intermedia y ligera de dineinas del brazo interno; verde:
complejo regulador de dineinas; azul: filamentos radiales; morado: sin identificar. Modificada de Ishikawa,
2015.



El flagelo del espermatozoide de mamifero esta dividido en dos secciones, la pieza media y
la seccion que incluye la pieza principal y la pieza final. Dichas secciones estan separadas
por una estructura proteica llamada Annulus (Figura 3B) derivada de componentes del
centriolo distal modificado (Hermo, Pelletier, Cyr & Smith, 2009) y funciona como barrera
de difusion que mantiene separados a los componentes entre ambas secciones del flagelo

(Kwitny, Klaus & Hunnicutt, 2010).

Annulus

Figura 3. Microscopia electrénica de transmision de la pieza media de un flagelo de espermatozoide de
humano. A, vista frontal de un corte transversal de la pieza media de un espermatozoide de humano. La
flecha roja sefiala a las mitocondrias; la flecha amarilla sefiala a una de las 9 fibras densas externas. B, vista
lateral de un corte longitudinal de un flagelo de espermatozoide de raton. Imagen modificada de Mortimer,
2018.

En la pieza media, el axonema estd rodeado por 9 fibras densas externas acomodadas
paralelamente a los dobletes de microtibulos del axonema (Figura 3B, flecha amarilla)
junto con una serie de mitocondrias elongadas (Figura 3B, flecha roja) ordenadas en forma
helicoidal recorriendo toda la pieza media. Se cree que las fibras densas externas ayudan al
flagelo a reforzar su estructura, mejorando su fuerza de tensidon para poder superar la
resistencia a la viscosidad del tracto reproductor femenino; también se cree que ayuda a la

union de la cabeza con el flagelo por medio de la proteina HSPB10 (Small heat shock



protein outer dense fibre I) y que ademas actia como sostén de las mitocondrias (revisado
en Hermo, Pelletier, Cyr & Smith, 2009, parte 3; Mortimer, 2018).

La pieza principal no contiene mitocondrias y es mas larga que la pieza media; en raton
puede llegar a medir alrededor de 95 micrémetros, mientras que la pieza media mide
alrededor de 22 micrometros (Albrechtova, Albrecht, Dureje, Pallazola & Pialek, 2014). En
esta region se encuentra una estructura formada de distintas proteinas que se le denomina
“vaina fibrosa” (fibrous sheath, en inglés) que se distribuye rodeando al axonema y a las
fibras densas externas, justo por debajo de la capa interna de la membrana plasmatica.

Esta estructura se organiza en forma de columnas que comienzan desde la base del Anulus
y se extienden a lo largo de la pieza principal, desvaneciéndose en la region de la pieza
terminal (revisado en Mortimer, 2018). Las caracteristicas motiles del espermatozoide se
determinan principalmente por la pieza principal cuyo movimiento en forma de ondas
depende de la concentracion de calcio (Ca®") intracelular, siendo su principal via de entrada
un canal i6nico especifico del espermatozoide llamado CatSper (Alasmari et al., 2013).
Este canal i6nico se activa durante la capacitacion mediante cambios del pH intracelular y
la hiperpolarizacion de la membrana (revisado en Jin & Yang, 2016). Ademas, en humanos
se activa indirectamente por medio de progesterona que promueve la activacion de una
hidrolasa que degrada a 2-arachidonoylglycerol, un inactivador de CatSper (Striinker et al.,
2011). La activacion de dicho canal genera la hiperactivacion de la motilidad del flagelo, lo
cual permite al espermatozoide aumentar la potencia del nado para contender contra la
viscosidad del medio para poder alcanzar al 6vulo (Chung et al., 2014; Ernesto et al., 2015).
Se sabe que en los espermatozoides de raton, CatSper se encuentra organizado en cuatro
dominios de escala nanométrica en la membrana del flagelo (Figura 4) junto con otras
proteinas cuya actividad depende de su fosforilacion durante la capacitacion y de los
dominios de sefalizacion de Ca® que son generados por la distribucion de CatSper (Chung

et al., 2014).
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Figura 4. Distribucion de CatSper en el flagelo del espermatozoide de ratén. A, imagen de microscopia
confocal de CatSperl inmunomarcado en espermatozoide de raton. B, imagen de stper-resolucion en 3D de
Catsperl; el codigo de color corresponde a la posicion en el plano Z y se puede apreciar la distribucion de
CatSper en 4 franjas separadas localizadas en diferentes planos. C, vista frontal de la imagen de super
resolucion mostrada en B en donde se puede apreciar la distribucion de CatSper en puntos equidistantes del
flagelo (Modificada de Chung et al., 2014).

La descripcion de este fenomeno es de especial interés, ya que permite contextualizar la
importancia de la formacién de nano-dominios de membrana en la regulacion de procesos
fisiologicos, que en este caso es la formacion de dominios de sefializacion de Calcio que a
su vez regulan espacialmente la actividad de las proteinas que participan en la regulacion

del batido flagelar (Brukman et al., 2018).

1.2.2 La cabeza

La cabeza del espermatozoide es la estructura que contiene al pro-ntcleo con el genoma
paterno que se donara al 6vulo. También contiene un organelo llamado acrosoma, el cual
sirve como reserva interna de calcio y ademds almacena enzimas hidroliticas que le
permitiran degradar la matriz proteica que mantiene unidas a las células del cumulus que
rodean al évulo (Herrick et al., 2004) .

La forma de la cabeza del espermatozoide de mamiferos es distinta entre las diferentes
especies; sin embargo, los componentes que la constituyen son similares, como se puede
apreciar en la Figura 1 A. Particularmente, la cabeza de los espermatozoides de raton tiene
una forma caracteristica de gancho (Figura 5 A) con una longitud de entre 6 y 8
micrometros y una anchura de alrededor de 1 micrometro (Figura 5 B; Selvaraj et al.,
2009; Varea Sanchez, Bastir & Roldan, 2013; Medarde, Mufioz-Munoz, Lopez-Fuster &
Ventura, 2013; Albrechtova, Albrecht, f)ureje, Pallazola & Pialek, 2014).



Figura 5. Dominios de membrana observados en la cabeza del espermatozoide de ratén. A, esquema de
los diferentes dominios que se pueden observar en la membrana de la cabeza del espermatozoide de raton;
APM: membrana plasmatica acrosomal; PAPM: membrana plasmatica post-acrosomal; SE: segmento
ecuatorial; SAR: anillo sub-acrosomal; AA: Acrosoma apical. B, micrografia de microscopia electronica de
transmision de un corte transversal de una cabeza de espermatozoide de raton en la cual se puede apreciar las
dimensiones de los compartimientos internos como el nicleo (N) y el acrosoma (A); debido a la posicion de
la cabeza no se aprecia la region SE en este panel, sin embargo se entiende que se encuentra debajo de la
region APM de esta misma figura. Modificado de Selvaraj et al., 2009.

Una de las principales caracteristicas de la membrana plasmadtica localizada en la cabeza
del espermatozoides de mamifero es el alto grado de segregacion de lipidos y proteinas que
la componen, dando como resultado la formacion de dominios de membrana de escala
micrométrica mantenidos por medio de barreras de difusion (Wolfe, James, Mackie, Ladha
& Jones, 1998; R. Mackie, S. James, Ladha & Jones, 2001; James, 2004)

Particularmente en la cabeza se observan dos dominios micrométricos de membrana: la
Membrana Plasmatica Acrosomal (APM, por sus siglas en inglés) y la Membrana
Plasmatica Post-Acrosomal (PAPM, por sus siglas en inglés), esquematizados en la Figura
5.

En el dominio APM se observan dos subregiones, Acrosoma Apical (AA) y el Segmento
Ecuatorial (ES, por sus siglas en inglés), en las cuales se han observado proteinas y lipidos
asociados a balsas lipidicas (Cohen, Mukai & Travis, 2016). Este dominio se encuentra
separado del dominio PAPM por una estructura llamada Anillo Sub-Acrosomal (SAR, por
sus siglas en inglés). Dicha estructura funciona como barrera de difusion entre ambas

regiones de la cabeza ayudando a mantener la segregacion de lipidos y proteinas residentes



de membrana (Selvaraj et al., 2006; Selvaraj et al., 2009; Tsukamoto et al., 2016; Cohen et
al., 2014)

Entre los primeros estudios se demostré por medio del método de FRAP (fluorescence
recovery after photobleaching) que la fluidez de la membrana, reflejada por medio del
coeficiente de difusion calculado a partir de las mediciones FRAP, es diferente entre las
regiones APM y PAPM, demostrando asi que ambas regiones corresponden a
microdominios de membrana diferentes (Wolfe, James, Mackie, Ladha & Jones, 1998).
Estas primeras observaciones evidenciaron la segregacion micrométrica de lipidos en la
membrana de la cabeza, posiblemente segregados por medio de barreras de difusion.
Posteriormente diferentes estudios demostrarian que el Anillo Sub-Acrosomal es la
estructura que funge como barrera de difusion (R. Mackie, S. James, Ladha & Jones, 2001;
James, 2004).

Mediante microscopia electronica se observd que el SAR dividia a ambas regiones
(Selvaraj et al., 2006) y por medio de técnicas de microscopia de fluorescencia como
“Perdida de Fluorescencia en Analisis de Fotoblanqueo” (FLIP, por sus siglas en inglés) e
Imagenologia de Fluorescencia de Particula Individual (SPFI, por sus siglas en inglés) se
demostrd su participacion como barrera de difusion. Esto se demostré al observar la
incapacidad de complejos macromoleculares (utilizando marcadores fluorescentes de
membrana que tienen a agruparse) para difundir de una region a otra a través del SAR, lo
cual si ocurre con moléculas que no se encuentran formando parte de un complejo
macromolecular. Ademas, por medio de SPFI se observo la tendencia de algunas moléculas
a permanecer confinadas en subregiones pertenecientes a las regiones APM y PAPM
(James, 2004). En conjunto, estas observaciones fueron evidencia de la formacion de nano-
dominios de membrana también conocidos como ‘“balsas lipidicas” en la membrana del
espermatozoide de mamifero.

A pesar de existir una barrera de difusion que mantiene segregados los componentes de la
membrana plasmatica, se ha demostrado que durante la capacitacion de los
espermatozoides ocurre una redistribucion de lipidos y proteinas entre las distintas regiones
de la membrana de la cabeza (Selvaraj et al., 2006; Selvaraj et al., 2009; Tsukamoto et al.,
2016; Cohen et al., 2014). De igual manera, se ha demostrado que la distribucion de dichos

componentes se modifica después del cese de la motilidad del espermatozoide inducida por



la fijacion del espermatozoide con paraformaldehido (Selvaraj et al., 2006; Selvaraj et al.,
2009). Por lo cual se cree que el SAR funciona como una barrera semipermeable y selectiva

involucrada en la fisiologia del espermatozoide, principalmente en la capacitacion.

1.3 CAPACITACION Y EVENTOS PREVIOS A LA REACCION ACROSOMAL

La capacitacion es un proceso de maduracion post-testicular del espermatozoide mediante
el cual adquieren la capacidad de fecundar un 6vulo. Como ya se menciond anteriormente,

este proceso ocurre en el tracto reproductor femenino y es desencadenado por el i6n

bicarbonato (HCO3-). Se cree que este i6n es internalizado al espermatozoide por un co-

transportador llamado NBC que también internaliza Sodio (Na™) (Demarco et al., 2002). A
su vez, el HCO3- activa a la enzima soluble Adenilato ciclasa (sAC) generando cAMP a

partir de ATP. cAMP es un segundo mensajero que activa a la proteina Cinasa A (PKA;
Gadella & Harrison, 2000; Harrison & Miller, 2000; Wuttke et al., 2001) involucrada en la
fosforilacion de los residuos de serina/treonina en una serie de proteinas implicadas en la
regulacion de distintas vias de sefializacion que ocurren durante la capacitacion (Martin-
Hidalgo et al., 2018) como la fosforilacion de las proteinas que se encuentran en la “hoja
fibrosa” de la pieza principal (Miki et al., 2002) en donde tiene un efecto directo sobre la
regulacion de la motilidad del espermatozoide. El cambio de la concentracion interna de
HCO3- alcaliniza el pH intracelular y provoca una ligera hiperpolarizacion transitoria de la
membrana plasmatica (Demarco et al., 2002) lo cual modula la actividad de algunos
canales ionicos (Jin & Yang, 2016). En conjunto, estos cambios activan a CatSper
promoviendo un aumento de la concentracién intracelular de Ca2+ en el flagelo (Lishko &
Mannowetz, 2018), lo que a su vez provoca un aumento de la motilidad del flagelo o
hiperactivacion de la motilidad. En el caso de humanos, CatSper es indirectamente
modulado por progesterona y se sabe que es sensible a otros componentes (Striinker et al.,
2011; Ernesto et al., 2015).

De igual manera, un evento clave para llevar a término la capacitacion y proseguir con la
reaccion acrosomal es el eflujo de colesterol de la membrana plasmatica (Travis & Kopf,

2002). Se cree que el eflujo de colesterol es mediado por lipoproteinas encontradas en el
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medio externo y se ha observado que este evento estd asociado a la traslocacién de

fosfolipidos entre la bicapa lipidica de la membrana (Flesch et al., 2001). Se sabe que dicho
proceso es desencadenado por un aumento en la concentracion intracelular del i6n HCO3-

el cual induce la activacion de la via cAMP-PKA que promueve la activacion de flipasas de
lipidos (Gadella & Harrison, 2000). A su vez, se ha demostrado en espermatozoides de
jabali que previo a su eflujo de la membrana el colesterol se redistribuye hacia la zona
apical del espermatozoide, al igual que proteinas que son marcadores de balsas lipidicas
como Caveolina-1 y Flotilina-1(van Gestel et al., 2005). Ademads, en estudios de andlisis de
fracciones de membrana resistentes a detergentes se ha observado que dichos componentes
se encuentran en las mismas fracciones por lo cual se ha propuesto que el colesterol se
encuentra en la membrana formando balsas lipidicas (Asano et al., 2009; Asano et al.,
2010).

Posterior a la capacitacion ocurre un proceso denominado reaccion acrosomal, el cual
consiste en la exocitosis de una vesicula llamada Acrosoma cuyo contenido estd compuesto
de enzimas hidroliticas que permitiran al espermatozoide atravesar la zona pelucida para
poder alcanzar al 6vulo. Este proceso de exocitosis depende de la participacion de un
conjunto proteinas Receptores de SNAP (SNARE, por sus siglas en ingles) localizadas en
la membrana plasmatica (especificamente de la region apical de la cabeza) y en la
membrana del acrosoma. Entre estas proteinas se encuentran SNAP-23, SNAP-25, las
Sintaxinas 1A, 1B, 4 y 6 y VAMP2, las cuales se ensamblan formando los complejos de
fusion de membranas (Tomes et al., 2002) en los cuales estdn implicadas otras proteinas
reguladoras como la Sinaptogtamina y Clompexina (Roggero et al., 2007). Se sabe que en
los espermatozoides la formacion del complejo SNARE ocurre en regiones con alta
concentracion de colesterol y su activacion depende de la entrada de calcio al citoplasma y
de la proteina Rab3A (GTPasa de la familia Rab; de Blas et al., 2005). Se ha visto una
disminucién en la activacion del complejo SNARE mediado por Rab3A cuando hay una
alta concentracion de colesterol en las regiones donde se ubica dicho complejo,
posiblemente por impedimento estérico, de tal forma que cuando el colesterol efluye de la
membrana aumenta la probabilidad de encuentro entre Rab3A y el complejo SNARE,

provocando un aumento en la fosforilacion de SNARE y en consecuencia un aumento en su
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activacion dependiente de Ca”" potenciando asi la reaccion acrosomal (Belmonte et al.,

2005; Tsai, Garcia-Gil, van Haeften & Gadella, 2010).

1.4 REORGANIZACION DE LA MEMBRANA CELULAR DURANTE LA
CAPACITACION

Los espermatozoides de mamifero se caracterizan por su alta concentracion de esteroles,
con una relacion molar colesterol/fosfolipidos de 0.3 a 0.45. Entre el 16 y 18 % de los
fosfolipidos corresponde a esfingomielina y el 50 al 63 % a fosfogliceridos de colina,
mientras que el resto corresponde a fosfogliceridos de inositol, serina y etanolamina (Parks
and Lynch, 1992). Ademas, en comparacion con las células somaticas la membrana de los
espermatozoides tiene una mayor concentracion de lipidos poli-insaturados. Se ha
hipotetizado que esta caracteristica de los espermatozoides podria ser una adaptacion que le
permite mantener la fluidez necesaria a la membrana para poder aumentar la motilidad del
flagelo y también para contender contra el estrés oxidativo al que se ve expuesto por la
generacion de especies reactivas de oxigeno producto de la sintesis de ATP durante la
hiperactivacion, lo cual se ha deducido a partir de la relacion que hay entre el gasto
energético de los espermatozoides y la proporcion de dcidos grasos insaturados (delBarco-
Trillo & Roldan, 2013).

No obstante, la composicion lipidica y proteica de la membrana del espermatozoide de
mamifero se modifica en cada etapa de su maduracion post-testicular. Aunque los
espermatozoides son incapaces de sintetizar nuevas proteinas y lipidos, durante su trayecto
por el epididimo pueden importar dichos elementos a partir del medio extracelular por
medio de vesiculas llamadas epididisomas secretadas por el epitelio del epididimo (Skerget,
Rosenow, Petritis & Karr, 2015). De tal forma que durante su transito por el epididimo, el
espermatozoide modifica la composicion proteica de su membrana al igual que su
composicion lipidica, aumentando la concentracion de colesterol, esfingomielina y acidos
grasos instaurados a través de los epididisomas (Bernabo, Agostino, Ordinelli, Mattioli &

Barboni, 2016; Rejraji et al., 2006).
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Por otro lado, durante la capacitacion se ha observado la redistribucion lateral de lipidos
sobre el mismo plano de la membrana plasmatica, posiblemente mediado por escramblasas
(Flesch et al., 2001) y la traslocacion entre ambas capas lipidicas, que se cree es mediado
por flipasas (Gadella & Harrison, 2000; Selvaraj et al., 2007).

Como ya se mencion6 anteriormente, se sabe que la translocacion de los lipidos durante la
capacitacion se induce por la activacion de la via PKA/cAMP debido al aumento en la
concentracion del ion HCO™, dicha via promueve la activacion de las escramblasas.
Particularmente, las escramblasas estan involucradas en la relocalizacién y concentracion
del colesterol hacia la zona apical en la cabeza del espermatozoide (Figura 6 B) después de
lo cual ocurre su eflujo mediado por aceptores de esteroles como lipoproteinas de alta
densidad y albumina (Figura 6 C). Lo anterior se ha demostrado mediante estudios de
microscopia electronica y de fluorescencia (Flesch et al., 2001) al igual que mediante
analisis de espectrometria de masas de la membrana del espermatozoide a lo largo de la
capacitacion (van Gestel et al., 2005). Asi mismo, el eflujo de colesterol que ocurre durante
la capacitacion estd asociado a la activacion de lipasas como Fosfolipasa B (PLB),
fosfolipasa A1 y A2 (Asano, Nelson-Harrington & Travis, 2013) que modifican la
composicion lipidica de la membrana y su curvatura sin involucrar importacion o
exportacion de lipidos (Figura 7). Dicha modificacion de la curvatura facilitard la fusion de

las membranas plasmatica y acrosomal durante la reaccion acrosomal.
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Figura 6. Modelo de la redistribucion de colesterol promovido por el aumento del ion HCOj y su
posterior eflujo. A, la escramblasa de fosfolipidos se encuentra inactiva cuando hay bajos niveles de HCO5’
(0.5 mM) y el colesterol (anillos de color negro) se encuentra distribuido a lo largo de las regiones ecuatorial
y apical. B, niveles elevados de la concentracion externa de HCO; (20 mM) induce su internalizacion al
espermatozoide mediante la activacion de un intercambiador. E1 HCOj5  activa a la Adenilato ciclasa soluble
(sAC) y esta, a su vez, activa la via PKA/cAMP. La escramblasa es activada por la via PKA/cAMP
induciendo la redistribucion y concentracion de colesterol hacia la zona apical y la traslocacion de lipidos de
la cara externa (cabezas hidrofilicas de color blanco) hacia la interna y los lipidos de la cara interna (cabeza
hidrofilica de color negro) hacia la cara externa. C, posterior a la redistribucion y concentracion de colesterol
se induce su eflujo mediado por aceptores de esteroles como lipoproteinas y albimina. Figura modificada de

Flesch et al., 2001.
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Figura 7. Modelo de la activacion de fosfolipasa B (PLB) inducida por el eflujo de colesterol durante la
capacitacion del espermatozoide. APM: membrana plasmatica acrosomal; MA: membrana acrosomal. 1,
Asociacion de aceptores de esteroles (rosa y naranja) a region enriquecida en colesterol (amarillo) en la APM
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y extraccion de colesterol (blanco). 2, el aumento en la fluidez de la membrana, debido al eflujo de colesterol,
induce la interaccion de la PLB (azul) con proteasas (café) induciendo su corte proteolitico y activacion. 3-4,
la PLB activa hidroliza fosfolipidos de la cara externa de la APM. 5, modificacién de la curvatura de la
membrana por efecto de la hidrolisis de fosfolipidos facilita la fusion de las membranas APM y OAM durante
el inicio de la reaccion acrosomal completando posteriormente su fusion (6) dejando expuesto el contenido
acrosomal, llevando a termino esta reaccion. Modificado de Asano, Nelson-Harrington & Travis, 2013

También, durante la capacitacion se ha observado la redistribucion del gangliosido GM1
hacia la zona apical de la cabeza al igual que el colesterol (Selvaraj et al., 2006; Selvaraj et
al., 2007; Selvaraj et al., 2009). Ademas, se ha demostrado que la concentracion de GM1
hacia la zona apical de la cabeza promueve la aglomeracion del canal idnico de calcio
Cav2.3 en esta misma region y se sabe que ocurre por medio de la interaccion directa entre
la subunidad alE del canal i6nico con el acido sidlico del GM1, lo cual concluye con su
activacion provocando aumentos transitorios en la concentracion de Ca>” seguido de un
aumento sostenido que se cree esta involucrado en la activacioén de la reaccion acrosomal.
(Cohen et al., 2014).

Ademas de agruparse en regiones especificas de la membrana, la evidencia sugiere que
tanto el colesterol como otros lipidos saturados (como el gangliosido GMI1 vy
esfingomielina) se encuentran formando dominios nanométricos que son modificados
durante la capacitacion y que dichas modificaciones podrian estar implicadas en la
regulacion misma de la capacitacion. Sin embargo, no se han podido observar de forma

directa en las células.
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

Las propiedades moleculares de la membrana celular se encuentran principalmente
determinadas por las propiedades fisicoquimicas de los lipidos y proteinas que la
conforman (van Meer, Voelker & Feigenson, 2008). Distintos modelos sobre la estructura
de la membrana celular se han propuesto con base en la evidencia obtenida mediante las
técnicas disponibles en el momento de su proposicion.

Uno de los primeros modelos propuestos que describen las propiedades moleculares de la
membrana fue el “modelo de sandwich proteina-lipido-proteina” propuesto en 1935 por
Hugh Davson y James Danielli (Danielli & Davson, 1935) el cual consiste en una bicapa
lipidica flanqueada por proteinas (Figura 8 A). Su propuesta se basé principalmente las
observaciones de Danielli sobre la permeabilidad y propiedades fisicas de las
biomembranas delgadas formadas por los extractos no solubles en medios acuosos de
eritrocitos y levadura. Posteriormente, en la década de 1950, su modelo se reforzé con
evidencia obtenida por microscopia electrénica en donde se observo la doble capa lipidica
correspondiente a la “estructura de sdndwich” (revisado en Hendler, 1971).

Sin embargo, varias décadas después y mediante la acumulacion de mas evidencia sobre las
propiedades de los lipidos y proteinas, principalmente observaciones sobre la estructura de
las proteinas de membrana y observaciones sobre modificaciones de la superficie de los
linfocitos, se propuso “el modelo del mosaico fluido” de la membrana celular por Singer y
Nicolson en 1972 (Singer & Nicolson, 1972), en el cual se propone que la membrana esta
conformada por una bicapa lipidica con proteinas integrales en donde dichos elementos

tienen la capacidad de difundir libremente en el plano de la bicapa (Figura 8 B).
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-
Modelo Danielli-Davson (1935) Modelo Singer-Nicolson (1972)

Figura 8. Modelos propuestos de la estructura molecular de la membrana celular. A, Modelo propuesto
por Danielli y Davson en 1935; en amarillo se representan a los fosfolipidos que conforman a la membrana
celular y en morado a las proteinas. B, Modelo propuesto por Singer y Nicolson en 1972; se aplica el mismo
codigo de colores que en A, se puede observar que las proteinas se acomodan de manera distinta que en A.

Imagen obtenida de "Membrane Proteins - Lessons - Tes Teach", 2020.

No obstante, inmediatamente después de la propuesta de Singer y Nicolson se comenz6 a
acumular evidencia mediante distintos métodos bioquimicos y biofisicos que sugeria una
distribuciéon heterogénea de los componentes de la membrana el cual surge por el
impedimento en la difusion de los componentes en determinadas zonas de la célula. Estas
observaciones conllevaron a la proposicion del modelo de “balsas lipidicas” por Simons y

Van Meers en 1988 (van Meer & Simons, 1988)

2.1 MODELO DE “BALSAS LIPIDICAS” Y EVIDENCIA DE SU FORMACION
EN LA MEMBRANA CELULAR

En 1988 Simons y Van Meers propusieron el modelo de “balsas lipidicas” (Figura 9)
basandose en sus observaciones sobre la formacién de dominios enriquecidos en
glicolipidos en la zona apical de células epiteliales. Actualmente se consideran a las balsas
lipidicas como “dominios de 10 a 200 nm enriquecidos en colesterol y esfingolipidos,
heterogéneos y altamente dinamicos que compartimentalizan procesos celulares y que son
estabilizados para formar dominios mas grandes por medio de interacciones proteina-
proteina, lipido-proteina y lipido-lipido” (Pike, 2006). Aunque la propuesta de este modelo
ha sido controversial, debido a las técnicas utilizadas para su estudio, se ha acumulado gran

cantidad de evidencia sobre su existencia y su posible funcion bioldgica.
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Figura 9. Modelo simplificado de balsas lipidicas en la membrana celular. La balsa lipidica consiste en
una region con alta concentracion de esfingolipidos (morado), glicerofosfolipidos saturados (café) y colesterol
(amarillo), en la cual hay la presencia de proteinas transmembranales (morado) y proteinas periféricas que
generalmente estan ancladas a la membrana por medio de GPI (naranja) o por medio de adiciéon de grupos
acilo (verde). La region que no corresponde a la balsa lipidica contiene colesterol en menor concentracién que
la region de la balsa y una composicion mayormente de glicerofosfolipidos no saturados (azul); de igual
forma hay la presencia de proteinas transmembranales (cian) y proteinas periféricas principalmente ancladas a
la membrana mediante grupos prenilo. Imagen obtenida de Waheed & Freed, 2009.

Las primeras evidencias de la formacion de dominios lipidicos se obtuvieron a partir de
membranas artificiales. El uso de las monocapas de Langmuir en 1917 fue uno de los
principales estudios que permitid determinar las propiedades fisicas de las membranas que
surgen a partir de su composicion lipidica. Desde entonces, el uso de modelos de membrana
in vitro ha permitido conocer el efecto particular de la composicion lipidica sobre la
estructura de la membrana y sus propiedades biofisicas, particularmente el efecto del
colesterol y fosfolipidos (Edidin, 2003).

Los primeros estudios en los que se demostro la formacion de fases lipidicas se realizaron
mediante la técnica de calorimetria de barrido diferencial o DSC, por sus siglas en inglés
(revisado en Morigaki & Tanimoto, 2018; Carquin, D’Auria, Pollet, Bongarzone & Tyteca,

2016). De igual forma se usaron membranas especializadas derivadas de extractos de
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tejidos (revisado en Alessandra Cambi & Diane S. Lidke, 2015) que demostraron la
tendencia de los componentes de la membrana celular de formar fases lipidicas.

La informacion obtenida mediante membranas artificiales y reconstruidas ha sido util para
describir las propiedades de la membrana celular, no obstante, dicha informacién no
representa la membrana celular en su contexto bioldgico. Lo anteriormente dicho se debe a
que las membranas artificiales suelen formarse a partir de mezclas constituidas por una
cantidad muy limitada de lipidos, descartando incluso la presencia de las proteinas
integrales y/o periféricas de membrana (Carquin, D’Auria, Pollet, Bongarzone & Tyteca,
2016).

Aunado al andlisis de las membranas artificiales por calorimetria también se ha utilizado el
analisis de fracciones de membrana resistentes a detergentes para estudiar las propiedades
de la membrana celular. Usualmente se utilizan detergentes como el TRITON X100 que nos
permite fraccionar la membrana con distintos grados de solubilidad, el cual depende de su
composicion lipidica y proteica, siendo las fracciones menos solubles las que corresponden
a las balsas lipidicas. Las distintas fracciones obtenidas pueden ser separadas por
flotabilidad en gradientes de sacarosa mediante centrifugacion en tubos de ensayo,
quedando las fracciones mas densas (que son las menos solubles) en el fondo y las menos
densas (mas solubles) en la superficie (Dubois et al., 2015). Del tubo de ensayo se pueden
aislar las diferentes fracciones y analizar su composicion lipidica y proteica (van Gestel et
al., 2005). A partir de estos analisis se ha determinado que las fracciones resistentes a
solubilidad por detergentes tienen una concentracion de colesterol, esfingolipidos y
proteinas mayor en comparacion con las fracciones mas solubles (Dubois et al., 2015). Esta
informacion ha sido utilizada como referencia para determinar la localizacion de los
elementos encontrados en las fracciones resistentes a detergente (que corresponden a las
balsas lipidicas) en las células mediante microscopia de fluorescencia utilizando sondas
fluorescentes especificas de lipidos y proteinas.

El desarrollo de técnicas de espectroscopia de fluorescencia ha permitido estudiar a la
membrana celular en un contexto mas cercano al fisiologico. El desarrollo de fluor6foros
organicos que se integran a la membrana y cuyas propiedades fotoquimicas se ven

afectadas por las propiedades de la misma (como el grado de ordenamiento, curvatura, pH y
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potencial eléctrico) han permitido obtener mayor informacion sobre la estructura y
fisiologia de la membrana en células vivas (Gaibelet et al., 2017).

Por ejemplo, el uso del fluor6foro Laurdan ha permitido demostrar en células vivas la
presencia de fases con distinto grado de ordenamiento, el cual se mide mediante el grado de
hidratacion de la membrana (Owen, Williamson, Magenau & Gaus, 2012). Otro ejemplo es
la técnica de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) mediante la cual se ha
demostrado la existencia de barreras de difusion en la membrana que mantienen segregados
a los lipidos y proteinas de membrana (James, 2004), asi como las diferencias en los
coeficientes de difusion medidos entre los distintos dominios de membrana observados
(Wolfe, James, Mackie, Ladha & Jones, 1998). No obstante, introducir nuevos elementos a
la membrana con propiedades quimicas distintas a sus componentes nativos puede alterar
las propiedades innatas de la membrana celular.

Otra alternativa es el uso de sondas fluorescentes que perturban en menor grado a las
propiedades innatas de las células como las proteinas fluorescentes asociadas a fragmentos
de toxinas con afinidad especifica a lipidos. Tal es el caso de la subunidad B de la toxina
pentamérica de coélera (abreviado CTB) para visualizar la distribucion de GM1 en
espermatozoides de raton (Trevifo et al., 2001; Selvaraj et al., 2006; Selvaraj et al., 2007;
Selvaraj et al., 2009) al igual que la subunidad de union a colesterol de la toxina
perfringolisina unida a distintos fluoréforos y el uso de la de la toxina lisenina para
observar esfingomielina (Gaibelet et al., 2017; Mizuno et al., 2011) que han permitido
observar dominios enriquecidos en dichos lipidos de escalas manométricas en combinacion

con técnicas de microscopia de stper resolucion en células somaticas (Mizuno et al., 2011).

2.2 EVIDENCIA DE LA FORMACION DE NANO-DOMINIOS LIPIDICOS EN
LA MEMBRANA DEL ESPERMATOZOIDE DE MAMIFERO

Las principales evidencias que sugieren la presencia de nano-dominios lipidicos en la
membrana del espermatozoide de raton se han obtenido por medio de técnicas bioquimicas
y de microscopia electronica y de fluorescencia.

Particularmente en espermatozoides de jabali se ha observado por medio de microscopia
electronica de crio-fractura la formacion de complejos de filipina-colesterol en la cabeza
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del espermatozoide; ademés se observd que dichos complejos filipina-colesterol se

redistribuyen hacia la zona apical de la cabeza cuando se incuban en medio capacitante, el
cual contiene HCO3- y albiimina (Flesch et al., 2001). Esta fue de las primeras evidencias

de la formacion de dominios enriquecidos en colesterol a escala nanométrica.

Asimismo, se han caracterizado la composicion molecular de las fracciones de membrana
de espermatozoides de raton resistentes a solubilidad por detergentes. A partir de estos
analisis se han observado al menos tres distintas fracciones resistentes a detergentes los
cuales se diferencian en su grado de flotabilidad y en la proporcion de colesterol,
gangliosido GM1 y proteinas que conforman a cada una de estas tres fracciones (Asano et
al., 2009; Asano et al., 2010). Dichas fracciones se cree que corresponden a tres subtipos de
balsas lipidicas en la membrana del espermatozoide, en los cuales se ha observado una alta
concentracion de colesterol, esfingolipidos, gangliosidos (principalmente GM1) y
caveolina-1 (Asano et al., 2009; Asano et al., 2010) los cuales también han sido observados
en otros tipos celulares (Malinsky et al., 2013), por lo cual han servido como marcadores de
balsas lipidicas en microscopia Optica de fluorescencia (Watanabe et al., 2017; van Gestel et
al., 2005; Trevino et al., 2001).

Ademas, como se mencion6 en la seccion 1.4, se ha observado mediante microscopia de
fluorescencia la segregacion de lipidos como colesterol, gangliosido GM1 y esfingomielina
en regiones particulares de la membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide de
raton en conjunto con proteinas como las de la familia SNARE y canales i6nicos como el
Cav2.3 y los canales TRP (Trevifio et al., 2001; Cohen et al., 2014).

Debido a haberse observado en las mismas regiones y a la evidencia obtenida mediante
microscopia electronica y andlisis de fracciones de membrana se cree que los componentes
anteriormente mencionados se distribuyen formando balsas lipidicas, los cuales se
modifican durante la capacitacion del espermatozoide debido al eflujo de colesterol
(Gadella & Leahy, 2015; Selvaraj et al., 2009).

Con base en estas observaciones se ha propuesto un modelo que describe como ocurre la
redistribucion y eflujo del colesterol durante la capacitacion del espermatozoide. En este
modelo el colesterol se encuentra distribuido en toda la region del segmento ecuatorial y
acrosoma apical (revisar Figura 4 para mayor referencia) del espermatozoide no

capacitado, formando nano-dominios lipidicos junto con glicolipidos y proteinas. Durante
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la capacitacion ocurre una redistribucion del colesterol hacia la zona apical concentrando
los nano-dominios lipidicos en esta region (Figura 10 A). La agrupacion de dichos nano-
dominios podria favorecer la interaccion de componentes de la membrana que participan en
las mismas vias de sefalizacion, por ejemplo las proteinas SNARE. En el caso de las
proteinas SNARE, su reclutamiento y concentraciéon en la zona apical favoreceria su
interaccion generando la formacion del complejo de fusion de membranas el cual, después
del eflujo de colesterol, se activa directamente por el aumento en la concentracion
intracelular de calcio (Figura 10 B). La activacion del complejo de fusion de membranas
promueve la fusion de las membranas plasmatica y la membrana acrosomal, generando
vesiculas hibridas que permiten la exposicion del interior del acrosoma liberando de esta
manera su contenido al medio extracelular (Figura 10 B, C1’ & C2’; Zitranski et al., 2010;

Tsai, Garcia-Gil, van Haeften & Gadella, 2010).
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Figura 10. Modelo hipotético de la reorganizacion de balsas lipidicas durante la capacitacion y su
implicacion fisiologica. A, Redistribucion de nano-dominios lipidicos enriquecidos en colesterol (azul) y
glicolipidos (verde) en la membrana plasmatica del espermatozoide de raton durante la capacitacion. B,
Efecto de la redistribucion de los nano-dominios lipidicos en la distribucion de las proteinas que conforman el
complejo de fusion de membranas durante la capacitacion; de arriba hacia abajo, antes de la capacitacion el
complejo de fusion de membranas (compuesto por Sintaxina 1B, SNAP 23 y VAMP 3) se encuentra
desensamblado, después de la capacitacion el complejo de fusion de membranas se ensambla y
posteriormente es activado por Ca®". A’- C2’ micrografias electrénicas de transmision; A’: micrografia de la
region acrosomal antes de la formacion de los complejos de fusion de membranas (espermatozoides no
capacitados); B’: micrografia de la region acrosomal de un espermatozoide capacitado (formacion de
complejos de fusion de membranas); C1°: micrografia de la region acrosomal de un espermatozoide que ha
sufrido la reaccion acrosomal en donde se observan las vesiculas hibridas producto de la activacion de los
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complejos de fusion d emembranas; C2’: micrografia de la regién acrosomal y seccion ecuatorial de un
espermatozoide que ha sufrido la reaccion acrosomal, se observa que la membrana de la seccioén ecuatorial no
muestra la formaciéon de vesiculas (membrana inicia a partir de las flechas negras). Imagen modificado de
Zitranski et al., 2010 y Tsai et al., 2010.
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CAPITULO 3
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Observar como se distribuye el colesterol en la membrana del espermatozoide de raton a
escala nanoscopica in situ nos permitira determinar si dicho colesterol se organiza en nano-
dominios que se redistribuyen durante la capacitacion, lo que permitird comprender mejor
el papel del colesterol en la fisiologia del espermatozoide.

Las metodologias anteriormente descritas han arrojado evidencia de la formacion de nano-
dominios lipidicos en la membrana celular del espermatozoide de ratén. No obstante,
debido a los métodos utilizados no ha sido posible observarlos directamente. Las técnicas
bioquimicas como el fraccionamiento de membranas tienen como limitante el
requerimiento de destruir a la célula, por lo cual las observaciones obtenidas no representan
el contexto fisioldgico de los espermatozoides. De igual manera, la evidencia obtenida
mediante métodos de espectroscopia de fluorescencia como FRAP solo permite deducir la
existencia de dichos nano-dominios con base en los coeficientes de difusion obtenidos. Una
de las razones por las que no ha sido posible observar a los nano-dominios lipidicos
directamente en la membrana del espermatozoide mediante microscopia Optica de
fluorescencia es porque son menores al limite de resolucion que se puede obtener mediante
esta técnica (200 nm aproximadamente). No obstante, actualmente se cuenta con un
conjunto de métodos de microscopia de super-resolucion que permiten obtener imagenes
con una resolucion de hasta 20 nm, dependiendo del método.

El presente proyecto propone el uso de microscopia de super-resolucion para generar
imagenes en donde se pueda observar a escala nanométrica la redistribucion de los nano-
dominios enriquecidos en colesterol durante la capacitacion del espermatozoide de raton.
Para marcar el colesterol en los espermatozoides se utilizara la sonda fluorescente Dronpa-
D4, la cual consiste en el fluoréforo Dronpa unido covalentemente al Dominio 4 (de unién
a colesterol) de la toxina perfringolisina de tal forma que la sonda no resulta ser citotoxica.
Se selecciond como modelo de estudio al espermatozoide de raton debido a que el método
de obtencién de los espermatozoides permite tener un mayor control sobre su estado

fisiologico inicial. Ademas, dado que los ratones de bioterio se reproducen bajo las mimas
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condiciones ambientales y nutricionales se pueden obtener células cuyo estado metabdlico
y composicion lipidica sea menos variable entre los distintos ratones, con lo cual se puede
realizar un analisis con menor variabilidad poblacional y por lo tanto més preciso.

En general, los eventos moleculares que ocurren durante la capacitacion, como el eflujo de
colesterol y la redistribucion de lipidos, son similares entre las distintas especies de
mamifero. Por lo que la informacion obtenida a partir del presente estudio, realizado en
espermatozoides de raton, se podra extrapolar a espermatozoides de otras especies incluido

el humano (Travis & Kopf, 2002; Gadella & Luna, 2014)
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CAPITULO 4
HIPOTESIS

El colesterol de la membrana plasmatica del espermatozoide de raton se organiza en nano-

dominios de membrana que cambian su distribucioén durante el proceso de capacitacion.

CAPITULO 5
OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar la distribucion de nano-dominios enriquecidos en colesterol en la membrana

plasmatica de la cabeza del espermatozoide de raton durante el proceso de capacitacion.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

1) Visualizar nano-dominios enriquecidos en colesterol en la membrana plasmatica

mediante microscopia de super-resolucion.

2) Observar los cambios en la distribucion de los nano-dominios de membrana enriquecidos

en colesterol en espermatozoides no capacitados y capacitados.
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CAPITULO 6
METODOLOGIA

La estrategia experimental para lograr los objetivos planteados en la seccion anterior
consistid en el marcaje de espermatozoides de ratdon con la sonda de colesterol Dronpa-D4
para su aplicacién en microscopia de super-resolucion (Mizuno et al., 2011) y de esta
manera obtener imagenes de la distribucion de colesterol en la membrana del
espermatozoide con resolucion nanométrica. Finalmente, a partir de las imagenes de stuper
resolucion se realizé un andlisis de la distribucion de los nano-dominios de colesterol en la
membrana plasmatica de espermatozoides capacitados y no capacitados para determinar si
hay un cambio en la posicidon en la cabeza de los nano-dominios de colesterol cuando se
induce la capacitacion del espermatozoide.
A grandes rasgos, esta estrategia se divide en tres fases:

1) Obtencion de la sonda Dronpa-D4.

2) Ensayos de microscopia de fluorescencia y obtencion de imagenes de super-
resolucion.

3) Andlisis de imagenes de stper resolucion y caracterizacion de dominios

enriquecidos en colesterol.

6.1 OBTENCION DE LA SONDA DRONPA-D4

La sonda Dronpa-D4 fue desarrollada por Mizuno y colaboradores (Mizuno et al., 2011) y
consiste en el dominio D4 de la toxina perfringolisina-O (dominio de union a colesterol)
unido covalentemente a la proteina fluorescente fotoactivable Dronpa. La version de
Dronpa de esta sonda es monomérica, ademds la ausencia de los dominios de
oligomerizaciéon de la toxina perfringolisina-O impide su autoensamble evitando la
formacion artificial de la sonda. Dronpa absorbe luz de 405 nm y de 488 nm y emite
fluorescencia cuando es excitado con luz de 488 nm. La sonda se obtuvo mediante la
expresion heterodloga del plasmido pET-28-Dronpa-D4 en bacterias E. coli y posteriormente
se purifico utilizando Columnas de Niquel, ya que la sonda cuenta con un tag de Histidinas

para su purificacion mediante este método.
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La secuencia del plasmido se puede consultar en el Apéndice A.1 del Capitulo 11 y las
propiedades fotofisicas de Dronpa se describen con detalle en el Apéndice A.2.

Los plasmidos fueron donados amablemente por el Dr Mizuno y el Dr Miyawaki y los
obtuvimos almacenados en papel filtro y fueron procesado posteriormente para la expresion

y purificacion de Dronpa-D4 con los protocolos que se mencionan a continuacion.

6.1.1 Protocolo para generar bacterias electrocompetentes E. coli DH5a y BL21

Este protocolo se obtuvo del libro “Short protocols in molecular biology” (Ausubel et al.,
1999). A partir de una cepa crio-preservada de E. coli DH5a o BL21 en glicerol a -80 °C se
inocul6 una asada en 4 ml de medio de cultivo liquido YENB en un tubo de 16x150 mm y
se incub6 a 37 °C toda la noche a 300 r.p.m (revoluciones por minuto). Se utilizo 0.25 mL
del cultivo saturado para incubar en 50 mL de medio liquido YENB en un matraz de 500
mL a 37 °C y 300 r.p.m. El cultivo se monitore6 midiendo las unidades de densidad optica
a 600 nm; cuando se alcanzaron entre 0.5 y 0.9 unidades el cultivo se enfrid sobre hielo. El
cultivo se paso a tubos Falcon de 50 mL pre-enfriado y se centrifugd a 8000 r.p.m. durante
5 minutos a 4 °C, conservando la pastilla de células sedimentadas en el fondo del tubo y
eliminando el sobrenadante. La pastilla formada en el fondo se lavd con 5 mL de agua
destilada fria re-suspendiendo la pastilla y posteriormente centrifugando a 8000 r.p.m.
durante 5 minutos a 4 °C eliminando el sobrenadante, esto se repitid dos veces para
eliminar completamente los residuos de medio de cultivo. La pastilla se resuspendié en un
volumen total de 2 mL de glicerol al 10% frio después de lo cual se centrifugd para obtener
nuevamente la pastilla de células eliminando el sobrenadaste con una micro-punta. La
pastilla se resuspendié nuevamente en glicerol al 10% frio en un volumen final de 0.25 mL.
Las células re-suspendidas en el paso anterior se alicuotaron en tubos de 1.5 mL con 50 pL

de las células ahora competentes y se almacenaron a -80 °C.

6.1.2 Protocolo de transformacion de bacterias E. coli DH50 y BL21 con el
plasmidopET28-Dronpa-D4

Este protocolo se obtuvo del libro “Short protocols in molecular biology” (Ausubel et al.,
1999). El papel filtro en el cual se almaceno el plasmido pET28-Dronpa-D4 se colocé en un
microtubo de 0.6 mL con 30 pL de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA<Na,; 0.1 mM, pH

8) y se dejo reposar durante 1 hora a temperatura ambiente antes de utilizarse. Se
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descongeld una alicuota de 50 pL de bacterias electrocompetentes E. coli DH5a o BL21 y
se agregd 4 pL de los plasmidos disueltos en el buffer TE. Después las bacterias se
colocaron en una cubeta de electroporaciéon. Se aplicé un pulso de 2500 volts.
Posteriormente se extrajeron las bacterias rapidamente de la cubeta de electroporacion y se
colocaron en un tubo para cultivo con un volumen final de 2 mL de medio liquido LB sin
antibidtico. El cultivo se incubd por 1 hora a 37 °C con agitacion constante a 300 r.p.m.
Finalmente se tomaron 200 pL y se sembraron en cajas con medio LB solido con
antibidtico Kanamicina. Se dejo incubar la placa 12 hrs. a 37° C. Para hacer la clona de
bacterias transformadas con el plasmido se selecciond una colonia aislada en la placa y se
dejo crecer en 5 mL de medio liquido LB con antibidtico Kanamicina en un tubo durante
toda la noche a 37 °C y 300 r.p.m. Al dia siguiente se tomo6 800 pL del cultivo de bacterias
(ahora transformadas con el plasmido) y se resuspendi6 en 800 pL de glicerol al 80 % y se
almacend a -80 °C para su uso en ensayos posteriores. El resto del cultivo de bacterias se

puede utilizar para la extraccion y purificacion del plasmido para ensayos posteriores.

6.1.3 Extraccion de ADN plasmidico para su amplificacion y almacenamiento para
su posterior uso

Se realizo un cultivo de bacterias transformadas con el plasmido en cuestion. Se inoculod
una asada de bacterias transformadas en 5 mL de medio de cultivo LB liquido con
antibidtico Kanamicina y se dejo incubar a 37 °C toda la noche a 300 r.p.m. Posteriormente
se obtuvo la pastilla de células por centrifugacion (8000 r.p.m. por 2 minutos). Dicha
pastilla de células se proces6 como mencionan las instrucciones del manual de uso del kit
de extraccion Genelet Plasmid Miniprep (Thermo Fisher, #K0503):

A la pastilla se le agregd 250 uL de la solucion de resuspencion y se mezcld con vortex.
Después se agregd 250 pL de la solucion de lisado y se mezclo invirtiendo el tubo 4 a 6
veces, después de lo cual se agreg6 la solucion de neutralizacion y se mezclo invirtiendo el
tubo 4 a 6 veces. Esta mezcla se centrifugd a 14000 r.p.m. durante 5 minutos y se recupero
el sobrenadante cuidadosamente. El sobrenadante se coloco en la columna Thermo
Scientific GeneJet Spin Column (esta columna se coloca en un micro-tubo de 1 mL) y se
centrifugd a 14000 r.p.m. durante 1 minuto. La columna tiene un filtro en el cual se quedan
adheridos los plasmidos mientras que el resto de la solucion se decanta y descarta. La

columna se lavo 2 veces colocando 500 pL de la solucion de lavado centrifugando a 14000
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r.p.m. por 0.5 minutos. Después se vuelve a centrifugar la columna vacia por un minuto a la
misma velocidad que en el paso anterior. La columna se transfiri6é a un microtubo nuevo de
ImL. Se agregd 50 pL del buffer de elucion a la columna y se dejo incubar por 2 minutos.
Finalmente se centrifugd la columna a 14000 r.p.m. por 2 minutos y se recupero lo
decantado en el microtubo de 1 mL. Lo recuperado en el microtubo de 1 mL corresponde a

los plasmidos eluidos y se almacen6 a -20 °C.

6.1.4 Cuantificacion de la concentracion de ADN plasmidico
La cuantificacion de la concentracion de plasmido obtenido a partir de la preparacion de
Miniprep se hizo con el fluorometro Qubit 3.0 (ThermoFisher, #Q33216) tal y como se

describe en el manual de usuarios.

6.1.5 Electroforesis de ADN en gel de agarosa 1 %

Se agreg6 1 g de agarosa en 100 mL de buffer TAE 1x (40 mM de Tris-acetato y 1 mM de
EDTA con un pH de 8,3) y se disolvié calentando la solucion en horno de microondas
evitando cuidadosamente su ebullicion. Se dejo enfriar un poco y después se agregé 10 pL
de marcador fluorescente de acidos nucleicos GelGreen (Biotium, #41005). La mezcla se
vacio en el molde de la placa con los peines para formar los pozos de carga y se dejo
solidificar. La electroforesis del gel con las muestras cargadas se realizé con buffer TAE 1x
aplicando un potencial de 25 mV hasta que la muestra sali6 completamente del pozo
pasando al gel, después de lo cual se aplico un potencial de 80 a 120 mV y se detuvo hasta
que la sefial de carga alcanzo6 el final del gel. El gel se revelo con el sistema Gel DocTM EZ

(Bio-Rad).

6.1.6 Induccion de la expresion heterologa de Dronpa-D4 en E. coli BL21

A partir de una alicuota crio-preservada de 50 uL de E. coli cepa BL21 transformada con el
plasmido pET28-Dronpa-D4 se realizé un cultivo de 5 mL de medio de cultivo liquido LB
con kanamicina toda la noche a 37 °C a partir del cual se prepard un segundo cultivo de 50
mL de medio LB liquido en un matraz de 500 mL con una densidad 6ptica inicial de 0.1. El
cultivo se dejo crecer a 37 °C y 200 r.p.m. hasta que alcanzé una densidad optica de 0.6. Se
agregd IPTG a una concentracion final de 0.4 mM en los 50 mL de cultivo y se dejo

incubar toda la noche a 16 °C y 200 r.p.m.
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6.1.7 Purificacion de proteinas por afinidad de cola de histidinas en columna de
Niquel

Lisis de bacterias: Después de la incubacion del punto 6.1.6 se centrifugé el cultivo a 8000

r.p.m. a 4 °C por 5 minutos para obtener la pastilla de bacterias, el sobrenadante se descarto
y se retird el remanente con una micro-punta. La pastilla se resuspendi6 en 5 mL de buffer
de lisis. Después se agrego6 lizosima a una concentracion final de 0.2 mg/mL y se dejo
incubar por 30 minutos en hielo. Después de los 30 minutos de incubacién con lizosima, las
células se lisaron por sonicacion durante 5 minutos (80% de potencia del sonicador con

ciclos de 8 segundos encendido y 16 segundos apagado por minuto). El lisado se centrifugd

a 10000 r.p.m. por 20 minutos a 4° C y se recupero el sobrenadante (porcion citoplasmica).
También se recuperd el precipitado para comparar la porcion de proteina de interés que se

acumulo6 en la membrana y pared celular de las bacterias (porcion membrana).

Purificacion con columna de Niguel: Para esta seccion se utilizo el sobrenadante

recuperado del paso anterior. Se utiliz6 una columna de Niquel HisTrap FF crude 5x1 ml
(GE Life Sciences, #11000458) la cual se prepar6 haciendo pasar a través de ella 25 mL de

H?O destilada para limpiarla. Posteriormente, se hizo pasar 50 mL de buffer de union para

activarla. Finalmente se hizo pasar la porcion citoplasmica a través de la columna y se

recuperd el sobrenadante filtrado (fraccion “efluente”). Después se hizo un lavado de la
columna con 50 mL de buffer de union para disociar de la columna las proteinas que

pudieran adherirse y que no son de interés, se recuperd lo filtrado (fraccion “lavado™). A

continuacion se hicieron pasar soluciones de Imidazol para disociar la sonda de la columna
y poder recuperarla. Primero se pas6 una solucion de Imidazol 150 mM y se recuper6 lo

filtrado (fraccion “150 mM”). Después se pasaron soluciones de imidazol 200, 250, 300 y

500 mM consecutivamente recuperando cada fraccion. Finalmente se determind por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% las fracciones de Imidazol en donde se eluyd
la sonda Dronpa-D4.

Lavado/dialisis: Una vez que se determinaron las fracciones en las que se encontraba la

sonda Dronpa-D4 se procedié a mezclar dichas fracciones y retirar el Imidazol del medio
por medio de dialisis. Se centrifug6 la fraccion recuperada con la sonda a 9000 r.p.m. a 4
°C en tubos Vivaspin de 6 mL (Sigma, #GE28-9322-96) hasta que se obtuvo un volumen de

1 mL. Posteriormente se agreg6 PBS 1x pH 7.4 hasta llegar a 6 mL y se volvio a repetir la

30



centrifugacion; este paso se repitid tres veces. Al final se recupero 1 mL de la muestra libre
de Imidazol en un tubo eppendorf de 2 mL, posteriormente se alicuotd en porciones de 20

pL y se almacenaron a -80 °C.

6.1.8 Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida 10 %

Las proteinas en gel de poliacrilamida al 10% se revelaron utilizando tricloroetanol,
colocandolo antes de solidificar el gel. Para la electroforesis se aplico un potencial de 80
mV mientras las muestras pasaban por el gel separador y cuando estas pasaron al gel de
corrida se aplico un potencial de 120 mV, el cual se detuvo después de una hora y media

aproximadamente. El gel se revelo con el sistema Gel DocTM EZ (Bio-Rad).

6.1.9 Cuantificacion de concentracion de proteinas por el método de Bradford
Sea realizo siguiendo las instrucciones del protocolo “Bio-Rad Protein assay” usando el Kit

1T (#500-0002).

6.2 ENSAYOS DE MICROSCOPIiA DE FLUORESCENCIA Y OBTENCION DE
IMAGENES DE SUPER-RESOLUCION

Se utilizaron espermatozoides de ratones de la cepa CD-1 de aproximadamente 3 meses de
edad criados en el bioterio del Instituto de Biotecnologia UNAM. Los espermatozoides se
obtuvieron de epididimo por el método de swim-up. Los epididimos se obtuvieron
mediante extirpacion en ratones sacrificados mediante dislocacion cervical (Schatten,

2004).

6.2.1 Obtencion de espermatozoides por el método de swim-up

Primero se obtuvieron los epididimos de los ratones como se menciond anteriormente
(Schatten, 2004). Después se colocaron en el fondo de un tubo Eppendorf de 2 mL y se
agregd medio TYH modificado no capacitante. Se incubaron por 15 minutos para permitir
que los espermatozoides maduros viables lograran nadar hacia la parte superior del tubo. Al
final se recolectd el medio de la parte superior del tubo que es donde estin los

espermatozoides viables.
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6.2.2 Tratamiento de cubreobjetos para la adhesion de los espermatozoides a la
superficie

Se colocaron 8§ pL de Concanavalina-A (0.1 mg/ml) en el centro de un cubreobjetos
redondo y se esparcid por la mayor parte de la superficie. El cubreobjetos se dejo secar a
temperatura ambiente y posteriormente se colocd la muestra con los espermatozoides. Este
protocolo se obtuvo de (Luque et al., 2018) y se modifico el uso de Laminina por
Concanavalina la cual hemos observado en el laboratorio (datos no mostrados) adhiere

mejor los espermatozoides al cubreobjetos.

6.2.3 Marcaje de colesterol con Dronpa-D4 en espermatozoides de ratéon

Este protocolo se obtuvo y se modifico a partir del protocolo descrito en el articulo de
Mizuno y colaboradores del 2011 en el que reportaron el uso de Dronpa-D4 para ensayos
de microscopia de super resolucion (Mizuno et al., 2011). Se tomaron 100 pL de
espermatozoides obtenidos por swim-up y se diluyeron en otros 100 pL de medio TYH
modificado no capacitante, obteniendo un volumen final de 200 pL. Después se agrego6 5
pL de Dronpa-D4 (919.5 pg/mL) a los 200 pL de espermatozoides, obteniendo una
concentracion final 0.023 pg/uL. Posteriormente se dejaron incubar 30 minutos a 37° C.
Después los espermatozoides se centrifugaron a 200 r.p.m. durante 5 minutos y se descarto
el sobrenadante para eliminar la fraccion de la sonda fluorescente no asociada a la
membrana de los espermatozoides. Después se resuspendieron en 200 uL. de medio TYH
modificado no capacitante y se colocaron 50 pL sobre el cubreobjetos tratado con
Concanavalina-A. Se dejaron adherir durante 15 minutos a 37° C. Posteriormente se retird
el medio junto con los espermatozoides que no se adhirieron y se procedio a la fijacién de
las células con paraformaldehido al 4 % en PBS 1X pH 7.4 a temperatura ambiente durante
1 hora. Finalmente se retir6 el paraformaldehido y se lavaron los cubreobjetos en agitacion
suave con PBS 1X pH 7.4 para eliminar los remanentes de paraformaldehido. Una vez
lavados se procedi6 a los ensayos de microscopia.

Para los espermatozoides capacitados se tomaron 100 pL de espermatozoides obtenidos por
swim-up y se diluyeron en otros 100 pL de medio TYH modificado capacitante obteniendo
un volumen final de 200 pL. A partir de este punto los espermatozoides fueron marcados
con el mismo protocolo que se utilizd para los espermatozoides capacitados, con la

excepcion de que en vez de utilizar medio no capacitante se utilizo el medio capacitante.
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6.2.4 Protocolo de iluminacion en microscopio Confocal de disco giratorio 3I
Marianas Yokogawa

Para el muestreo se utiliz6 el microscopio confocal de disco giratorio 31 Marianas
Yokogawa. Se us6 un objetivo 100X O/1.4 y una camara EMCCD Andor Ixon de 512x512
pixeles.

Se utilizaron dos protocolos de iluminacion. El primer protocolo consisti6 en la iluminacion
de la muestra con la linea de laser 488 nm con una potencia de 50 mW. La potencia de
iluminacién de la muestra se midid con un potenciometro de la compafila THORLABS

(https://www.thorlabs.com/newgrouppage9.cfm?objecteroup id=4216) colocando el sensor

del potenciometro sobre el objetivo del microscopio para registrar la potencia del laser que
incide directamente sobre la muestra.

El segundo protocolo consistio en la iluminacién simultanea con las lineas de laser 405 nm
y 488 nm. El laser 488 nm se usé con una potencia de 50 mW y el laser 405 nm con una
potencia del 10 mW.

Ademas, se caracterizd el comportamiento de la fluorescencia de Dronpa en diferentes
medios de muestreo que disminuyen el oxigeno disuelto en el medio y de esta manera
disminuir el fotoblanqueo de Dronpa por oxidacion. Esto se realizd para determinar con
cudl medio de muestreo se obtiene una menor tasa de fotoblanqueo que nos permitiera
extender el tiempo en el cual se puede hacer la adquisicion de imagenes. Se utilizaron los
medios de muestreo GLOX, POX, Rutina, MEA-MB y PPD (para-fenilen-diamina) cuyo
mecanismo de accion se describe en la seccion Apéndice A.3 del Capitulo 11.

Para los primeros 4 medios de muestreo se utilizd iluminacidon estroboscopica con un
tiempo de exposicion de 100 milisegundos y un tiempo de adquisicion de 120
milisegundos.

Para el muestreo con los buffers PPD (para-fenilen-diamina) y Rutina se utiliz6 iluminacion
continua con un tiempo de exposicion de 50 milisegundos y un tiempo de adquisicion de 70
milisegundos. En la seccion de Resultados y Discusion de resultados se describe con mayor

detalle por qué razén se utilizaron diferentes modalidades de iluminacion.

33



6.2.5 Medicion de la constante de tiempo de decaimiento de la fluorescencia de
Dronpa
A partir de las series de tiempo obtenidas de la seccion anterior (6.13) se selecciono la
region de interés como se muestra en la Figura 11 B (linea amarilla punteada) y se
obtuvieron los valores del cambio de la intensidad de la fluorescencia a través del tiempo.
A los datos obtenidos se les ajustd la Ecuacién 1 (Lakowicz, 2013) como se muestra en la
Figura 11 C.

y = a*exp(-bx) + ¢ (Ecuacion 1)
A partir de la Ecuacion 1 se calculd la constante de tiempo de decaimiento de la
fluorescencia K; (Ecuacion 2; Lakowicz, 2013).

K(=1/b (Ecuacion 2)

El céalculo de cada K; para cada medio de muestreo se realizo en 50 células

correspondientes a 5 ratones diferentes.

Cambios en la intensidad de la
fluorescencia a través del tiempo
1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

y=a“exp(-bx) +c

Intensidad (u.a.)

Tiempo

Figura 11. Calculo de la constante de tiempo de decaimiento de la fluorescencia. A, micrografia de campo
claro de un espermatozoide de raton; B, espermatozoide marcado con Dronpa-D4 visto por microscopia
confocal y seleccion de region de interés para andlisis, linea punteada amarilla; C, grafica del comportamiento
de la fluorescencia de la region de interés de B a través del tiempo y ajuste de ecuacion monoexponencial para
calculo de K= 1/b (Lakowicz, 2013).

6.2.6 Reconstruccion de imagenes de super-resolucion por el método de SRRF
(super-resolution radial fluctuations)

El software de SRRF se encuentra como un plugin de ImageJ de acceso libre. Para mayor
detalle sobre el funcionamiento del algoritmo de SRRF revisar el Apéndice A6. Su interfaz
se muestra en la siguiente figura:
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A

[ SRRF Advanced Settings... X

== Temporal Analysis ==-

" Temporal Radiality Maximum (TRM - activate in high-magnification)
" Temporal Radiality Average (TRA - default)

£ Temporal Radiality Pairwise Product Mean (TRPPM)

& Temporal Radiality Auto-C i (TRAC)

TRAC options (used when TRAC selected).

¥ Integrate Temporal Correlations (default: active)

TRAC Order (default 2) 4 j 2
== Radiality ==-
I~ Remove Positivity Constraint (default: disabled)

I Renormalize (default disabled, activate for 20 structures)
I Do Gradient Smoothing (default: disabled, activate in low-density)

== Weighting =-=-

B

[ Super-Resolution Radial Fluctuations... X

Ring Radius (default: 0.5) ﬂ J _»J 050
Radiality Magnification (default: 5, fast — slow) 4 v [
Axes in Ring (default: 6, fast—slow) 4 217
¥ Do Drift-Correction (with pre-calculated drift-table)
[¥ Do Bateh-Analysis (njifiles in selected folder)
—==Time-Lapse ==-

Frames per time-point (0 - auto) 100

== Crop Data==-
Start analysis on frame (0 - auto) 0
End analysis on frame (0 - auto) |0

== Advanced Settings =-=-
[+ o Advanced Setfings)
Max temporal analysis block size (default 100) |100
Preferred spatial analysis block size (0 - auto) |0

¥ Do Intensity Weighting (default: active}
I™ Do Gradient Weighting (default disabled, activate in low-SNR, unstable) == Preview=-=-
PSF FWHM (needed in Gradient Weighting) 4 4}] 1.00 ™ Show Preview

== Corrections ==- Running mode: Full OpenCL Acceleration

[V Winimize SRRF patterning (default: active, experimental) ok | (Ganea
[ Fastlinearise SRRF (default disabled, experimental)

== Batch-Analysis ==-

Save batch-analysis results as” [11 = |
ok |

Figura 12. Interfaz grafica del algoritmo de SRRF. A, interfaz principal del software. B, interfaz de ajustes

avanzados. Los parametros seleccionados que se observan en esta imagen son los utilizados para la

reconstruccion de las imagenes de super-resolucion.

Para la reconstruccion de las imagenes de super-resolucion con el algoritmo de SRRF se

utilizaron secuencias de 300 imdgenes adquiridas mediante microscopia confocal (seccion
6.13).

Los pardmetros ingresados al algoritmo son los que se muestran en la Figura 12. También
se utilizd el corrector de movimiento que se incluye en el software y se usaron los
parametros que aparecen en la Figura 13, que corresponde a la interfaz del algoritmo de
correccion de movimiento:

[ Estimate Drift... X

Time averaging (default 100, 1-disables) |100
Max expected drift (pixels, 0- auto) |0

Reference frame |ﬂrslframe (default, Deneriurﬁxed)j

Mote: you can also draw a ROl around 3 stable structure to use it as the reference
I¥ Do batch-analysis (.nji files in selected folder)

== Show Information ==-
I~ Show Cross-Corelation Map
[~ Show drift plot
I Show drift table
T~ Apply drift-correction to dataset

Note: always better to apply correction during SRRF analysis instead
0K Cancel

Figura 13. Interfaz grafica del algoritmo de Correccion del movimiento.
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63 ANALISIS DE IMAGENES DE SUPER RESOLUCION Y
CARACTERIZACION DE DOMINIOS ENRIQUECIDOS EN COLESTEROL

6.3.1 Segmentacion de imagenes y analisis de las dimensiones de los nano-dominios

Las dimensiones de los dominios de colesterol observados en las imagenes SRRF se
calcularon mediante un método de segmentacion basado en el algoritmo de “Hk-
means”(Analisis del Histograma por K-means) implementado en el software de analisis de

imagenes Icy (http://icy.bioimageanalysis.org/).

Dicho algoritmo realiza una umbralizacion de N clases (nimero de objetos detectados)
basandose en una clasificacion por K-means del histograma de la imagen, extrayendo
posteriormente la informacion de los objetos detectados de manera ascendente utilizando el
area minima y méaxima definida por el usuario.

En nuestro caso se decidio utilizar un area minima de 35 pixeles y un area maxima de 350
pixeles, equivalente a 560 nm?y 5.6 um’respectivamente, tomando en cuenta que el pixel
tiene dimensiones x,y de 16 x 16 nm. Estas medidas se seleccionaron conforme a valores de
radios de nano-dominios de membrana reportados en estudios previos, desde15 nm hasta 50
nm aproximadamente (Goldman, Andrews & Bray, 2004; Fujita et al., 2007; Lagache,
Lang, Sauvonnet & Olivo-Marin, 2013; Rahbek-Clemmensen et al., 2017).

Mediante la segmentacion de las imagenes SRRF con el método de Hk means se obtuvo la
imagen umbralizada (Figura 14), al igual que el valor del area de cada dominio de
colesterol y las coordenadas XY de su centro. Esto se realizd para todas las imagenes

obtenidas en ambas condiciones (espermatozoides Capacitados y No capacitados).

Imagen Limitada por difraccion Imagen SRRF Segmentacién de clusters por Hk means

Segmentacidn /
por Hk means Y
PN

Obtencion de datos: Imagen umbralizada,
area de cada cluster (pixeles), Localizacion de
cada cluster en la imagen (coordenadas XY
del centro de cada cluster detectado)

Figura 14. Segmentacion de imagen por medio de Hk means y obtencion de las caracteristicas de cada
cluster detectado. La imagen mostrada corresponde a un ejemplo representativo de un espermatozoide no
capacitado marcado con Dronpa-D4. Izquierda, imagen limitada por difraccion obtenida mediante
microscopia confocal de disco giratorio; La barra de escala mide 4 um. Centro, imagen de super-resolucion
obtenida on el angoritmo de SRRF; la escala de la imagen es la misma que en la del panel izquierdo. Derecho,

36



segmentacion de a imagen SRRF a partir de la cual se obtuvo las caracteristicas de los objetos (Clusters)
detectados.

6.3.2 Ajuste de elipse y analisis de la distribucion de los nano-dominios en la cabeza
del espermatozoide

El andlisis cuantitativo de la distribucion de los nano-dominios de colesterol en la cabeza
del espermatozoide se realizé mediante el ajuste de una elipse a la imagen de la cabeza
(Figura 15) y el calculo de la distancia entre cada nano-dominio detectado y el centro de la

elipse ajustada.

Imagen de cabeza de
espermatozoide Ajuste de elipse

Figura 15. Esquema del ajuste de elipse a la imagen de una cabeza de espermatozoide de ratéon para el
analisis de la distribucion espacial de los dominios de colesterol. El centro de la elipse se encuentra
sefialado con un punto rojo en la imagen derecha. Imagen obtenida y modificada de Nuria Medarde et al
(2013).

El ajuste de la elipse a los datos se hizo utilizando la funcion “Fit_ellipse” (Ohad Gal,
2020) implementada en MATLAB sobre las imagenes obtenidas por la segmentacion con el
algoritmo de “Hk-means”. Dado que las cabezas de los espermatozoides tienen
practicamente las mismas dimensiones, el centro de la elipse ajustada a cada imagen se

localizé en la misma region de la cabeza (Figura 16 panel izquierdo).
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Ajuste de elipse a la imagen y céalculo Célculo de la distancia del centro de la
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Figura 16. Ajuste de elipse a las imagenes segmentadas por Hk-means y calculo de la distancia de cada
dominio de colesterol respecto al centro de la elipse. Esta imagen corresponde a la visualizacion de la
transformacion a coordenadas XY de la imagen obtenida por segmentacion hK means para el ajuste de la
elipse. El eje vertical corresponde a los valores de Y y el eje horizontal corresponde a los valores de X. En el
panel izquierdo se muestra la elipse ajustada a la imagen. En el panel derecho se muestra la distancia de 6
clusters (denotada por una linea roja) al centro de la elipse (marcada con un punto rojo).

Una vez ajustada la elipse a la imagen se obtuvo su centro y se calculd la distancia que hay
entre cada dominio Q de colesterol al centro de la elipse P (Figura 13, panel derecho)
mediante la ecuacion de la distancia euclidiana:

de (Q, P)=/(Qx — Px)? + (Qy — Py)?

En donde (Px, Py) corresponde a las coordenadas del centro del nano-dominio de colesterol

y (Ox, Qy) corresponde a las coordenadas del centro de la elipse.

La significancia estadistica de la diferencia en la distribucion de las distancias observadas
entre dos condiciones diferentes (Capacitados vs No Capacitados) se calculd con la prueba
de Kolmogorov-Smirnov para dos muestras

(https://www.rdocumentation.org/packages/dgof/versions/1.2/topics/ks.test).

Esta prueba se utiliza para determinar si dos muestras provienen de la misma distribucion,
comparando su distribucion de frecuencia acumulada (la probabilidad de encontrar un valor
dado en el conjunto muestral). Esta es una prueba no paramétrica que se aplica a datos que
no tienen una distribucion normal (de forma gaussiana).

A grandes rasgos, esta prueba compara las graficas de distribucion de frecuencia acumulada
midiendo la distancia promedio que hay entre las grafica de ambas muestras, de tal manera

que si la distancia es cero o casi cero (con una significancia estadistica menor a 0,05) se

38



concluye que ambas muestras provienen de la misma distribucion. En caso contrario, si la
distancia es distinta a cero (con una significancia estadistica menor a 0,05) se concluye que

ambas muestras provienen distribuciones distintas.
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CAPITULO 7
RESULTADOS

7.1  OBTENCION DE LA SONDA DE COLESTEROL DRONPA-D4
7.1.1 Amplificacion del plasmido pET28-Dronpa-D4 en E. coli DHSa

El plasmido pET28-Dronpa-D4 almacenado en el papel filtro (obtenido directamente de los
creadores de esta sonda; Mizuno et al.,2011) se eluyd en buffer TE 1X y posteriormente se
uso6 en la transformacion de bacterias E. coli DH5a para su amplificacion con el objetivo de
aumentar la cantidad de plasmidos en almacén para su uso en posterior. La cantidad de
plasmido recuperado fue de 39 pg/ul.

Para corroborar la identidad de los plasmidos recuperados se realizo primero un ensayo de
restriccion con doble digestion y electroforesis en gel de agarosa. Para el ensayo de
restriccion se utilizaron las enzimas de restriccion Bglll y Xhol. Segtn la informacion del
mapa de restriccion del plasmido (Revisar Apéndice A.1) se deben de obtener las
siguientes bandas con el ensayo de doble digestion:

Tamario total de pET28-Dronpa-D4 = 6307 pb

Bandas obtenidas con ensayo de doble restriccion = 5126 pby 1181 pb

Como se puede observar en la Figura 17 los resultados concuerdan con lo predicho, en
donde se pueden observar las dos bandas esperadas en los carriles correspondientes al

plasmido con la doble digestion (2, 4, 6 y 8) y al plasmido no linearizado (1, 3, 5y 7).
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa de pET28-Dronpa-D4. El pozo 1, 3, 5 y 7 corresponde a
pET28-Dronpa-D4 sin digerir, el cual se observa un peso molecular aparente de 4500 pb aproximadamente
que podria deberse al stiper enrollamiento del plasmido. El pozo 2, 4, 6 y 8 corresponde a pET28-Dronpa-D4
digerido con BglIl y Xhol; se observan las dos bandas predichas por el mapa de restriccion.

Posteriormente se corrobor6 la identidad del plasmido mediante la secuenciacion de la
region con la secuencia de Dronpa-D4. Se obtuvo una secuencia de 1148 pb (Apéndice
A.1.2). El alineamiento de esta secuencia (Resultado de secuenciacion en la figura 18) con
la reportada por los creadores de la sonda (Secuencia original en la figura 18; Mizuno et
al., 2011) muestra una secuencia idéntica en la correspondiente al gen de Dronpa (Figura
18). Aunque se observaron algunos desapareamientos y huecos en la alineacién en la
secuencia correspondiente al dominio 4 (D4) de la toxina perfringolisina-O los ensayos
mostrados en las siguientes secciones demostraron que mantuvo su funcion en cuanto a su
especificidad por colesterol. Por lo cual podemos concluir que contamos con plasmidos que

contienen codificada una version funcional de Dronpa-D4.
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Secuentia uriginal $0:0 ACAATTSCESTETABAAATAATTTTOTT TAAGTT TAADAAGGAGATATACCAT 088 CABCABCCATEATCATCATEATCACAS CABGABCET 08 CGOTACCATAGTATOAT TARACCAGACATSARGATCAAUCT 5168
N NN NN AR R AR | HI\I\IIHI 11 III\I\IH H\HH HI\I\IIHI RN N R R R RN RNy

Resultado de SECUBNCIACION & WRATTTZCCATCTAB- AATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGABATATACCATGB8CAGCABCCATCATCA-CANCATCACABCABCOSCET a0 AGCGGTHCCATGABTGTOATTAAACCAGACATGAAGATCAAGCTE 15
Secuencia original sun B¢ 5 COATTGAAGBAG GCCTTTCGCOTATOACATETTGACAACTATATTETAT s3a

) \H HIHHIHI ||||||| IIHHII TV \ \H HI\IHIHI |||| II\II\IHH HH\H HI\IHIHI |||| R YRRNNEYy H\ NN TRNNRANNy]
Resultado de secuenciacién = 48 TTaLAGTe ATATTETAT w0
Secuencia original 530 IACEEUARGAEES 1AT TGELGAAAT AUGUAGAARR TA | AG | AGAGTATT IGAAGGAGIUET | GG IGAEGEUTAGICTIGGGAACEARGUATGAAT TACGAABALGEEGELAT 116 1ARUGEUACAARCGACATAAUGG T GLA |56 | GAT 5469

R R R i P i
Resultado de secuenciacion s TACSUCAACARS CAUARAATATAGTABAGTATT TGAABCAGTGUT I TLGTBAUBSCTAGTETTHBUAAGEBAABGATUAAT TACBAABALBEEBELAT 1TUTAAL ATAAGGUTBBA TGS TBAL &

SeCUENCIA OFIgInal S50 TG TTATATCTAT 3 AN T TG EAT TTOATO0TOTOAACT TG TaECAN TGS TCEAGTTATGOACARGAGAS TOTGAAAT GOAGCEATECALTOAGARATICTATOTCEOTONTO0AGTUCTUAR DG TOATGT AR ATEGETCTITE D 5o
NN NN RN R R | H\IHI\II i II\II\I\IH H\HH LEREErrrnnn IIII AR AN NN H LELrrcenein III

Resultado de secuenciacion s r\_\rnrﬂlul SAARTTCEATTTGATGOTGTGAACTTTCETGECAATGETCCAGTTATGLAGAAGAGEACTGT GAAATHGGAG GAGAAATTETATGTECOTOATORAGTGCTOAAGGETGATGTTAACATEGCTCTOTCE 50.
Secuencia original sew CTTEARSGARETHE0EATTAGGEATETOAGT TEAARRGTALTTATAAAGETAAGAAGS T TETCOAGTTECEABAGTATGAGT TTGTGGEAGEAGCAGAT TEAGAT TARAAGLCALGACARAGATTAGAGTAATGTTAATCTECATEABCAT 5/
\H HIHI\I\II DL LA AL HI\IHI\II |||| DUALLEELTEEE LT |||| A A TR TR TSR
Resultado de secuenciaclén we 61T TETGAGT TCAAAAL TAL TTATAAAGE TAAGAAGET TETCUAGTTGGEABAGTATCACT TTGTGEACEACEAG ARAGATTAGAGTAATGTTAATCTECATGAE
Secuencia original s & Bcconnscos AGGCAGGECAAGAAGE T TAAGEEAAAAATARACTTABATCATAGTGOAGECTATGTTGEACAGT TTEAABTABZCTSEEATOAAGT TTCATATGATARAGAAGBARATGAAGT TTTAACTCATAAR 55:3
\HIHHIHI IIIIIIII\IHII LSRN IR NN NN NN AN A RN AR AN Ay
Resultado de secuenciacién 15 546 GCAGEECAABAADC T TAAGGEARAAATARACTTAGATCATARTORAGECTATGTTGEACAGTTTOAAGTAGSCTIE6ATOAAGT TTCATATOACAAAGAAGOARAT GAAGT TTTAACTCATAAR 0.

Secuencia original =i ACATE03ATICARATTATCAAGATAAAAGAGE TCAGTATTEAAEAGTARTACETCTTOAABD CAATOCAADAARTATAABAATAAAGECAAIABAGT3TACABACCTTOCTTOOOAATOOTOOAOABATOTTATAAGT BAATATOATOTT 1003

\HIHI\IHIIHIIIIlIlIIlIIHIHlHII\II II Il l\ l\ FRARNIE IHIIIIIIIIIHIIHHIH HI\IHIHHII\IIIIIHI||| IlIlHlHHlHI\I \l \I LEonrinrn
Resultado de secuenciacion w: ACATES3A AAT ATAAAR: TCACTATTCAA CCTETTOAABCT, TATAABAAT A, TOCTTOAGAATOOTEOABAGAT T BAATATOATOTT 1071

Secuencia original s ECATTAACARACAATATARATOTTTCARTAT GOGUAACAACTTTATATCCTAOATC TABTAT TACTTACAATTAACT COAGCACCACE - cACE-AC
. N e N N NN e N e AN Ay ANy IIII\IHIHH\\H |
Resultado de secuenciacion 102 ECATTA- -CAATAATAT-AATGITTC-ATATGGGOAACACTTTTATA -CETGCATCTAGTAATACATACA -TAACTCGAGCACCACCAACCACCACCAACTGA 1148

Figura 18. Alineamiento de la secuencia de Dronpa-D4 obtenida a partir del plasmido purificado
(Resultado de secuenciacion) contra la reportada por Mizuno et al. (Secuencia original). La seccion
sombreada en color verde sefiala la secuencia correspondiente a Dronpa y la sombreada en color rojo sefiala a
la secuencia del dominio 4 (D4) de la toxina perfringolisina-O. La longitud de la secuencia que se muestra en
esta figura estd determinada por la longitud de la secuencia obtenida por secuenciacion (Resultado de
secuenciacion). Las letras entre ambas secuencias unidas por una linea (|) corresponden a los nucleétidos
emparejados idénticamente, los nucleotidos unidos unidos por un punto (*) corresponden a los que no se
emparejaron y los espacios corresponden a los huecos detectados.

7.1.2 Expresion y purificacion de Dronpa-D4 en E. coli cepa BL21

La expresion de Dronpa-D4 se indujo en bacterias E. Coli BL21 y se purifico como se
menciona en materiales métodos.

El peso molecular de Dronpa-D4 es de 38.32 kD. Posterior a la lisis de las bacterias por
sonicacion y su centrifugacion para la separacion del contenido citopldsmico se pudo
observar la presencia de Dronpa-D4 el sobrenadante (Figura 19 carril “lisado” flecha azul)
a partir del cual se purifico. Ademas, se observd una cantidad considerable de Dronpa-D4
en la porcion del pellet (Figura 19 carril “Pellet” flecha amarilla) el cual fue descartado ya
que corresponde a la fraccion de Dronpa-D4 que pudo haber sido exportada a cuerpos de
inclusion en la bacteria o a la pared celular.

La recuperacion de Dronpa-D4 se obtuvo con lavados de imidazol de 250, 300 y 500 mM
(Figura 19 flechas rojas).
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Figura 19. Electroforesis en gel de fracciones recuperadas durante la purificacion de la sonda Dronpa-
D4. El carril MW corresponde al carril del marcador del peso molecular, se sefialan dos bandas que
corresponden a las referencias de 40 y 50 kD. El carril lisado corresponde a la fraccion de proteinas
encontradas en el sobrenadante obtenido después de la centrifugacion de las bacterias lisadas y el carril pellet
corresponde a la fraccion de proteinas encontradas en el precipitado. El carril efluente corresponde a la
porcion del sobrenadante recuperado después de ser pasado a través de la columna de niquel. En estos tres
carriles se observa la presencia de Dronpa-D4 marcados con flechas azul, amarilla y negra. El carril lavado
corresponde a lo recuperado del lavado de la columna de niquel; se aprecia que la presencia de proteinas es
casi nula, lo que podria indicar que la mayoria de las proteinas que no son Dronpa-D4 no se asociaron a la
columna y fueron descartadas en la fraccion efluente. En los carriles 150 mM y 200 mM se aprecia lo mismo
que en el carril lavado, lo que podria indicar que la porcion de Dronpa-D4 necesita una mayor concentracion
de imidazol para disociarse de la columna de niquel. En los carriles 250, 300 y 500 mM se observa la
presencia de Dronpa-D4, siendo estas fracciones en donde se recupero la sonda purificada.

Las fracciones recuperadas (250, 300 y 500 mM de Imidazol) fueron lavadas mediante
didlisis por centrifugacion con tubos Vivaspin de 20 kD y fueron concentrados hasta
obtener un volumen final de 2 ml. La cuantificacion de la concentracion obtenida se realizo
por la técnica de Bradford obteniendo una concentracion final de 920 pg/ml.

Finalmente se realizd una electroforesis en gel de la muestra concentrada (Figura 20)
utilizando 3.8 pg de Dronpa-D4. Aunque se observan remanentes de otras proteinas
presentes en la purificacion, la proporcion de Drona-D4 es mayor (Figura 20 carril “D4”
flecha roja). Una vez obtenida la sonda Dronpa-D4 se procedid a realizar ensayos en

espermatozoides de raton.
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Figura 20. Electroforesis en gel de acrilamida al 10% de la purificacion de Dronpa-D4. LA electroforesis
se realizd en condiciones desnaturalizantes. El peso molecular de Dronpa-D4 es de 38 kD, la banda
correspondiente a la sonda esta sefialada con una flecha roja sobre el carril D4.

7.2 EL MARCAJE DE DRONPA-D4 EN LOS ESPERMATOZOIDES DE RATON
ES ESPECIFICO DE COLESTEROL Y SU PATRON DE DISTRIBUCION ES
SIMILAR AL REPORTADO EN ESTUDIOS PREVIOS

7.2.1 Comparacion del patron de distribucion de colesterol marcado con Dronpa-D4
en espermatozoides no capacitados de raton con el patron de distribucion reportado

en estudios previos

La adquisicion de imagenes se realizo mediante microscopia confocal de disco giratorio en

el microscopio Marianas 31 Yokogawa del Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada

(Inma.unam.mx/wp/equipo.php) con los protocolos de adquisicion mencionados en

materiales y métodos.
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Los primeros ensayos se hicieron en espermatozoides de raton No Capacitados (incubados
en medio TYH no capacitante). En este andlisis el criterio utilizado para clasificar el patron
de distribucién de colesterol se baso en la region o regiones de la cabeza en las que se
observo la mayor presencia de sefial de fluorescencia asociada a colesterol; estas regiones
se describen en la figura 21 panel A. El patron de distribucion de colesterol marcado con
Dronpa-D4 (Figura 21 C) es similar al de espermatozoides de raton no capacitados
reportados en estudios previos en los cuales se utiliz6 un marcador de colesterol distinto a
Dronpa-D4 (Figura 21 B). En dicho patron la distribucion se observa en la region del
segmento ecuatorial y de la membrana acrosomal (SE y MA en la Figura 21 A). Con base
en estas observaciones se tomo el patrén de tincion observado en las Figura 21 C como
referencia para espermatozoides ‘“No Capacitados” para su seleccion en los andlisis

siguientes.
A

MA

of

Figura 21. Distribucion de colesterol en espermatozoides no capacitados de raton reportados en
estudios anteriores. A, Dominios de la membrana de la cabeza; MA, membrana acrosomal; SE, segmento
ecuatorial; MPA, membrana post-acrosomal. B, distribucion de colesterol marcado con Filipina en
espermatozoides de raton reportados previamente por distintos grupos de investigacion (i: Travis & Kopf,
2002; ii: Selvaraj et al., 2006; iii: Asano et al., 2010). C, imagen representativa de espermatozoide de raton
“No Capacitado” fijado con paraformaldehido (4%, pH 7.4) marcado con Dronpa-D4; N = 5 ratones y 15
réplicas por cada raton; la barra de escala mide 5 pm.

7.2.2 Control de autofluorescencia y especificidad de marcaje de Dronpa-D4 en el

espermatozoide de raton

Se realizé un control para descartar que la fluorescencia observada fuera producto de la
auto-fluorescencia intrinseca de las células o a un efecto del tratamiento de las células como
la fijacion con paraformaldehido o un efecto de los medios de muestreo sobre las células.
En este experimento los espermatozoides se trataron con el mismo procedimiento
preparativo pero sin agregar la sonda Dronpa-D4 al medio de incubacion. En la Figura 22
se muestra una micrografia de campo claro (Figura 22 Izquierda) de un espermatozoide de

raton y una imagen de microscopia confocal con el protocolo de iluminacion 2 (488 nm +
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405 nm, Figura 22 Derecha). Se observdo en todos los casos la ausencia total de
fluorescencia en la cabeza del espermatozoide y una escasa sefial de auto-fluorescencia en
la pieza media del flagelo, que posiblemente se debe a la generacion de autofluorescencia
por las mitocondrias como resultado de su iluminaciéon con luz de 405nm (revisado en
Monici, 2005). Con esto se puede concluir que la sefial observada en los espermatozoides
marcados con Dronpa-D4 (mostrados en la Figura 21 C y 22) es, en efecto, fluorescencia

emitida por Dronpa-D4.

um 10 pm
Figura 22. Control de autofluorescencia del espermatozoide de ratén. Izquierda, micrografia de campo
claro espermatozoides de raton. Derecha, micrografia de microscopia confocal de la misma region que en A
con el protocolo de iluminacion 2 (488 nm + 405 nm).

Para demostrar la especificidad de Dronpa-D4 al colesterol en los espermatozoides se
realizaron una serie de experimentos utilizando un medio de incubacion con f-
Ciclodextrina (Cloudy et al., 1991). Las Ciclodextrinas son moléculas compuestas por
oligosacaridos ciclicos que tienen una estructura molecular en forma de toroide (Figura
23). En esta molécula la region interna del toroide es hidrofobica en comparacion con la
region externa en donde los grupos -OH de los monosacédridos la hacen una region
hidrofilica. Debido a su hidrofobicidad, el centro del toroide es capaz de albergar moléculas
hidrofobicas. El efecto de la ciclodextrina sobre la membrana plasmatica es la extraccion de
lipidos, mayormente de colesterol (Cloudy et al., 1991). En estudios sobre espermatozoides
se ha utilizado la ciclodextrina como andlogo a la albimina para inducir la extraccion de
colesterol de la membrana y para simular las condiciones del medio capacitante (van

Gestel, Helms, Brouwers & Gadella, 2005).
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Figura 23. Estructura y geometria molecular de B-Ciclodextrina. A, estructura molecular de p-
ciclodextrina compuesta por 7 monosacaridos enlazados de forma ciclica. B, geometria molecular de
ciclodextrina en forma de toroide en donde la cavidad del toroide corresponde a la region hidrofobica en
donde se acomodan otras moléculas hidrofobicas, en este caso el colesterol C.

En este experimento la mitad de los espermatozoides obtenidos de un raton fueron
separados en tubos eppendorf diferentes para su incubacién en medio TYH modificado no
capacitante con ciclodextrina a una concentracion de 3 mM durante 1 hora. Posteriormente
se procedidé al marcaje con la sonda Dronpa-D4 como se menciona en la seccion de
materiales y métodos. Se observd que en los espermatozoides tratados con ciclodextrina el
marcaje de Drona-D4 disminuy6 drasticamente en comparacion con espermatozoides no
tratados con ciclodextrina (Figura 24 A 'y B). El contraste de la Figura 24 B esta escalada a
los valores de gris de la Figura 24 A en donde son mucho mas altos que en B, por que
pareciera no haber sefial en B. Sin embargo, aunque la sefial es muy escasa se puede
apreciar de manera evidente en la imagen sin escalar (Figura 25 A); esto también se puede
observar en el histograma de intensidades de ambas imdgenes. En el Histograma de la
Figura 25 B se observan los valores de gris de la Figura 24 A y en el Histograma de la
Figura 25 C se observan los valores de gris de la Figura 24 B.

Estos resultados indican que B-Ciclodextrina extrajo una gran porcion del colesterol de la
membrana, lo cual se ha observado en estudios previos en los que se utiliz6 la misma
concentracion de B-Ciclodextrina (3 mM) y un tiempo de incubacion similar (1 — 1.5 horas;
Visconti et al., 1999). Con estos resultados se concluye que Drona-D4 se une al colesterol

de manera especifica en la membrana de los espermatozoides.
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Figura 24. Espermatozoides tratados con B-Ciclodextrina marcados con Dronpa-D4. La imagen A
corresponde a un espermatozoide No Capacitado con un patréon de tincion de Dronpa-D4 similar al
representado en el panel A de la Figura 19. La imagen B corresponde al grupo de espermatozoides tratados
con ciclodextrina en donde se aprecia que el marcaje con Dronpa-D4 se redujo de manera significativa en
comparacion con los espermatozoides no tratados (panel A). Barra de escala = 5 pm. Para este control se
utilizaron 30 espermatozoides de 4 ratones distintos.

B C

B 200000
0 65535 119 241
Count: 2772 Min: 0 Count: 2700 Min: 119
Mean: 11459.783 Max: 65535 Mean: 136.751 Max: 241
StdDev: 17780.968  Mode: 0 (1409) StdDev: 21.332 Mode; 122 (420)
Bins: 266 Bin Width: 255.996 Bins: 256 Bin Width: 0.477

Figura 25. Seiial de fluorescencia de Dronpa-D4 detectada en espermatozoides no capacitados y en
espermatozoides tratados con B-Ciclodextrina. A, misma imagen que en la Figura 24 B pero sin escalar su
histograma de valores de gris a los niveles de del histograma de la Figura 24 A. B, Histograma de valores de
gris de la Figura 24 A. C, Histograma de valores de gris de la Figura 24 B.
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7.3  CARACTERIZACION DEL COMPORTAMIENTO DE LA
FLUORESCENCIA DE DRONPA-D4 EN DIFERENTES MEDIOS DE MUESTREO

Dronpa es una proteina fluorescente fotoactivable. El fluorocromo de Dronpa puede
encontrarse en dos estados: activado (puede emitir fluorescencia) y oscuro (no emite
fluorescencia) y su permanencia en uno u otro estado depende de la longitud de onda con el
que es iluminado. Cundo el fluorocromo en el estado activado se excita con luz de 488 nm
puede regresar a su estado basal activo emitiendo fluorescencia o puede entrar a un estado
oscuro sin emitir fluorescencia (foto-apagamiento). A partir de dicho estado oscuro puede
retornar a su estado activado mediante su excitacion con luz de 405 nm. El efecto de la luz
de 405 nm sobre Dronpa se le denomina foto-activacion (revisar seccion A.2 del capitulo
11). Estas caracteristicas permiten modular la transicion entre los estados activados-oscuros
de Dronpa mediante protocolos de iluminacion utilizando las longitudes de onda 488 nm y
405 nm.

Con base en lo mencionado anteriormente se utilizaron dos protocolos de iluminacion
(Tabla 1) para determinar el comportamiento de la fluorescencia de Dronpa-D4 marcando

colesterol en la membrana plasmatica de espermatozoides de raton.

Nombre del Protocolo Longitudes de onda y potencia de iluminacion
Protocolo 1 488 nm (50 mW)
Protocolo 2 488 nm (50 mW) + 405 nm (10 mW)

Tabla 1. Protocolos de iluminacion en espermatozoides marcados con Dronpa-D4. Los valores de las
potencias de iluminacidén se midieron con ayuda de un potenciometro como se menciona en la secciéon 6.2.4
del capitulo 6.

En el protocolo 1 se induce la emision de fluorescencia y el foto-apagamiento de Dronpa.
En el protocolo 2 se induce la emision de fluorescencia, su foto-apagamiento y la foto-
activacion.

Se compard el efecto de los protocolos de iluminacién sobre la emision de Dronpa-D4
mediante el cambio de la intensidad de su fluorescencia a través del tiempo observado en
cada protocolo, comparando el tiempo medio de decaimiento de la fluorescencia. Esto se
realiz6 en espermatozoides fijados y se utilizé6 PBS 1X como medio de muestreo (Figura

26).
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PBS Protocolo 1 PBS Protocolo 2

Figura 26. Patron de tincion de espermatozoides de ratén marcados con Dronpa-D4. El protocolo 1
corresponde al muestreo hecho solo con luz 488 nm. El protocolo 2 corresponde al muestreo hecho de
iluminacion simultanea con luz de 405 nm y con 488 nm. N = 3 ratones y 20 réplicas totales.

Como se observa en la Grafica 1 la intensidad de la fluorescencia decae exponencialmente
a través del tiempo. A partir de estos datos se calculd la constante de tiempo de decaimiento
de la fluorescencia mediante el ajuste de un modelo de ecuacion mono-exponencial. El

valor de R del ajuste del modelo a los datos fue siempre mayor a 0.9.

405

331.25
m Protocolo de iluminacién 1

Protocolo de iluminacién 2

18375 4

Intensidad (unidades arbitrarias)

110
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57

Tiempo (segundos)

Grafica 1 Decaimiento de la fluorescencia de Dronpa-D4 en PBS 1X pH. 7.4. Para cada curva se
utilizaron 20 series de tiempo adquiridas a partir de 20 espermatozoides distintos. Se analizaron en total 40
espermatozoides (20 para el protocolo 1 y 20 para el protocolo 2) y se utilizaron en cada caso tres ratones
diferentes.

Protocolo de Tlempq medio de

. .., decaimiento de la

iluminacion .
fluorescencia

Protocolo 1 0.786 = 0.4 segundos

Protocolo 2 11.876 + 0.5 segundos

Tabla 2. Constantes de tiempo de decaimiento de la fluorescencia (K;) de Dronpa-D4. Los valores del
tiempo medio de la fluorescencia se calcularon a partir de las mediciones obtenidas en el punto anterior como
se explica en la seccion 6.2.14 de la metodologia.
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Como se puede observar el decaimiento de la fluorescencia es aproximadamente 15 veces
mas rapida cuando se utiliza el protocolo 1 que cuando se utiliza el protocolo 2 con un K;
de 0.7 y 11.8 segundos respectivamente (Tabla 2).

El valor del K; en el caso del protocolo 1 corresponde a la constante de tiempo de foto-
apagamiento de la fluorescencia de Dronpa-D4 (Grafica 1, curva azul) ya que el
decaimiento de la fluorescencia se debe principalmente a su entrada al estado oscuro (foto-
apagamiento) por efecto de la iluminacidon con luz de 488 nm. En cambio, debido a que en
el protocolo 2 se induce la foto-activacion constante de Dronpa, la contribucion al
decaimiento de la fluorescencia se debe principalmente a la destruccion del fluoréforo por
oxidacion y no a su foto-apagamiento, por lo que en este caso la constante de tiempo del
decaimiento de la fluorescencia corresponde a la constante de tiempo de fotoblanqueo de la
fluorescencia (Habuchi et al., 2005).

Tomando en cuenta que el tiempo de exposicidon de la cdmara para cada imagen fue de 120
milisegundos, la cantidad de iméagenes adquiridas en 11.8 segundos (tiempo medio de
fotoblanqueo de Dronpa en PBS) es de 98. Dado que en el presente trabajo se pretende
implementar un método de super-resolucion de deteccion de molécula individual es
necesario aumentar el nimero de imagenes obtenidas ya que estos métodos ocupan entre
cientos a miles de imagenes para lograr reconstruir una imagen de siper-resolucion.

Una forma de aumentar el numero de imagenes es aumentando la tasa de adquisicion de
imagenes (imagenes por segundo). Sin embargo, esto puede afectar la relacion S/R y en
consecuencia la calidad de la reconstruccion en términos de la resolucion final obtenida y
de la capacidad de evitar afiadir o quitar estructuras (artefactos) a la imagen final, como se
menciona en la seccion A.6 RELACION SENAL-RUIDO DE UNA IMAGEN
(Thompson, Larson & Webb, 2002; Endesfelder & Heilemann, 2014).

Otra forma de aumentar el nimero de imagenes es incrementando el K, de fotoblanqueo
mediante el uso de medios de muestreo con componentes que disminuyan la concentracion

de O disuelto en el medio o la neutralizacion de la especies reactivas de oxigeno para

disminuir la tasa del fotoblanqueo por oxidacion del fluoréforo.
En el presente estudio se utilizaron 4 medios de muestreo para disminuir la tasa del

fotoblanqueo por oxidacioén del fluordéforo: GOC, POC, Rutina y MEA-MB (Apéndice
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A.3; Rego et al., 2011; Swoboda et al., 2012; Bogdanov, Kudryavtseva & Lukyanov, 2012;
Schéfer, van de Linde, Lehmann, Sauer & Doose, 2013).

7.3.1 Efecto de diferentes medios de muestreo sobre el decaimiento de la

fluorescencia

Con el objetivo de aumentar el K¢ de fotoblanqueo de Dronpa-D4 se utilizaron 4 medios de
muestreo: GOC, POC, Rutina y MEA-MB. La composicion de cada medio y su mecanismo
de acciodn se explica en la seccion A.3 del capitulo 11.

Para caracterizar el efecto de los distintos medios de muestreo sobre Dronpa-D4 se
compar6 el K de fotoblanqueo observado para cada medio en espermatozoides marcados y
fijados con PFA al 4% y pH 7.4, utilizando PBS con pH 7.4 como medio de muestreo sin
efecto en la disminucidn de la concentracion de oxigeno.

En todos los casos el decaimiento de la fluorescencia ocurri6 de forma mono-exponencial
(Grafica 2). Sin embargo, se observaron diferencias significativas en los valores del K, de

fotoblanqueo y en la intensidad inicial de la fluorescencia (Grafica 3 y Tabla 3).

ars0

= PBS
= Rutina
- GOC

- MEA-MB
o =—POC
\\

1250

Intensidad (U.A.)

o
0 3 6 9 1215 18 2 M 20 N D I W A2 A 486 B 5T B0 S S0 7276 T K BAET 00 93 06 0002108108111 AT
Tiempo (segundos)

Grifica 2. Decaimiento de la fluorescencia de Dronpa-D4 en diferentes medios de muestreo. Para cada
curva se utilizaron 20 series de tiempo adquiridas a partir de 20 espermatozoides distintos. Se analizaron en
total 100 espermatozoides (20 por cada medio de muestreo). Los 20 espermatozoides usados para cada medio
de muestreo se obtuvieron de tres ratones diferentes, utilizando en total 15 ratones.
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Grafica 3. Constante de tiempo (K,) del fotoblanqueo de Dronpa-D4 en diferentes medios de muestreo.
Cada grafica de caja representa la distribucion de los valores del K, calculados para 20 espermatozoides
pertenecientes a 3 ratones distintos para cada medio

Constante de tiempo K, de Significancia estadistica de la
Medio de muestreo fotoblanqueo de Dronpa-D4 diferencia de K; respecto al K
(promedio + DS, n=3) en PBS (p-value)
PBS 11.4 £ 0.5 segundos
Rutina 12.3 £0.6 segundos 0.034
GOC 13.5 £ 0.5 segundos 0.00019
MEA-MB 13.5 + 0.3 segundos 0.00019
POC 15 £ 0.3 segundos 0.0000097

Tabla 3. Valores de la constante de tiempo (K;) de fotoblanqueo de Dronpa-D4 con los distintos medios
de muestreo. El valor de K, para cada medio de muestreo se calculd a partir de 20 series de tiempo como las
que se muestran en la Grafica 2. El valor de p se calcul6 mediante una prueba t de student no pareada

El medio de muestreo en el que se observo un mayor valor de K; en comparacion con PBS
fue el medio POC (15 segundos). También con los medios GOC y MEA-MB se observo un
aumento del K, (13.5 segundos para ambos), aunque fue menor que el del medio POC. El
K observado en presencia del medio con Rutina (12.3 segundos) fue ligeramente mayor
que el de PBS (11.4 segundos), pero la diferencia no fue significativa.

No obstante, se observd que Rutina provocé un aumento en la intensidad de la
fluorescencia en comparacion con PBS (Grafica 4, p-value = 0.001) lo cual también se

puede apreciar en la Grafica 2, en donde con los mismos pardmetros de iluminacion la
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intensidad inicial de la fluorescencia en presencia del medio con Rutina es mayor que en

presencia de los demés medios de muestro.
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Griafica 4. Comparacion de la intensidad de la fluorescencia basal inicial de Dronpa-D4 en medio de
muestreo PBS y Rutina. En la grafica se representa los valores la intensidad basal inicial de la fluorescencia
de 20 espermatozoides pertenecientes a 3 ratones distintos. La significancia estadistica se calculo mediante
una prueba t de student no pareada.

7.3.2 Efecto de P-FenilenDiamina (PPD) sobre el decaimiento de la fluorescencia de

Dronpa-D4

La eleccion de Dronpa se hizo tomando en cuenta que sus propiedades fotofisicas permiten
su implementacion en métodos de super-resolucion de deteccion de molécula individual,
particularmente el método PALM.

Este método se basa en la deteccion de moléculas fluorescentes individuales por medio de
la estimulacién de la emision discontinua de la fluorescencia (mejor conocida como
parpadeo), de tal forma que en cada imagen se captura un conjunto pequefio de fluor6éforos
individuales fluorescentes los cuales se encuentran a una distancia mayor que el limite de
resolucion (distancia mayor a 200 nm). A su vez, esto permite determinar la localizacion
subpixélica para cada uno de los fluoroforos detectados en cada imagen que al final son

sumadas para generar la imagen de super resolucion (seccion A.5, capitulo 11).
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En el caso de Dronpa la estimulacion del parpadeo se hace mediante protocolos de
iluminacion secuencial con luz de 488 nm y 405 nm. Aunque el protocolo de iluminacién 2
se disend para hacer parpadear a Dronpa solo se logré observar el decaimiento de la
fluorescencia debido al fotoblanqueo de los fluoréforos (figura 27 A, Grafica S A).

Como contraejemplo de lo observado en nuestros datos, en la Figura 27 B se muestra una
adquisicion de 500 imagenes de microtiibulos de células COS-7 marcadas con Alexa Fluor
647 (obtenidas en Ma, Xu & Liu, 2017) utilizadas en estudios de super-resolucion en donde
se aprecia claramente el parpadeo de los fluoréforos. En esta adquisicion, mediante la
grafica del cambio de la intensidad a través del tiempo (Figura 27 C), se puede observar la
sefial de un fluoréforo parpadeando (sefialado en color amarillo, imagenes 1 — 500) en
donde hay picos en la intensidad de la fluorescencia precedidos y seguidos por valores

minimos (Figura 27 D, resaltado con circulos rojos).
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imagen 1 imagen 251 imagen 500 proyeccién promedio Cambio de la intensidad de la fluorescencia

de Alexa-647 a través del tiempo

0.8

s 0]
: LM‘[‘%J,N‘L;’%&MJHH'JAW}UUIJ,U‘JIL',

imanan

Intensidad [U.A.)
o (=]

[

Figura 27. Cambios en la intensidad de la fluorescencia a través del tiempo de Dronpa-D4 y Alexa Fluor
647. A, serie de tiempo de 50 imagenes de un espermatozoide marcado con Dronpa-D4. En el cuadro amarillo
esta sefialada la region que se usé para graficar los cambios en el tiempo de la intensidad de la fluorescencia
(C), el cuadro rojo es la ampliacion de la region sefialada en amarillo. Esta region fue seleccionada por su
poca densidad de fluor6foros para poder observar eventos de parpadeo. Tamafio de pixel=160nm. B, serie de
tiempo de 50 frames de microtibulos en células COS-7 marcadas con Alexa Fluor 647. Igual que en A, el
cuadro amarillo sefiala la region usada para graficar los cambios en el tiempo de la intensidad de la
fluorescencia de un fluoréforo (D), el cuadro rojo es la ampliacion de la region sefialada en amarillo. Tamafio
de pixel=81nm. Los datos fueron obtenidos del material suplementario de Ma, Xu & Liu 2017.

No obstante, se ha reportado en la literatura un medio de muestreo compuesto por PPD

(Rego et al., 2011) que provoca un aumento en el numero de parpadeos de Dronpa. Por lo
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cual se decidio probar el medio de muestreo PPD para tratar de inducir el parpadeo de
Dronpa-D4 en los espermatozoides de raton. Ademas, se utilizé iluminacién continua para
inducir la entrada al estado oscuro de Dronpa en todo momento y de esta manera poder
generar las condiciones de parpadeo.

Dados los resultados obtenidos en la seccion anterior se utilizé el medio de muestreo Rutina
en combinacion con PPD para determinar si ademas de generar el parpadeo de Dronpa se
podria aumentar la intensidad de la fluorescencia y de esta forma aumentar la relacion S/R,
lo cual mejoraria la precision del célculo de las localizaciones de los fluor6éforos detectados.
Sin embargo, estas condiciones no fueron suficientes para generar el parpadeo de Dronpa.
Aunque no pudimos generar condiciones para inducir el parpadeo de Dronpa se logré una
disminucion importante del fotoblanqueo, incluso mayor al observado con los medios de
muestreo caracterizados en la seccion anterior. Nuestros resultados muestran un valor de K;
de fotoblanqueo de aproximadamente 95 segundos en medio de muestreo PPD en
combinacion con Rutina (pH 6.9). En contraste, cuando se utiliz6 PPD pH 6.9 se observo
un K, de 57 segundos (Grafica 5, Tabla 4). Similar a lo observado cuando se utilizé PBS
con pH 7.4, no se observd diferencia entre los K; de fotoblanqueo (alrededor de 30
segundos) entre los medios Rutina (pH 6.9) y PBS pH 6.9. El valor de K; de cada medio de
muestreo se calculd a partir de 50 series de 50 espermatozoides pertenecientes a 5 ratones

distintos. El valor de p se calculé6 mediante una prueba t de student no pareada.

el + Y
e - EH

20 40 60 80 100 120
Tiempo (segundos)
Grafica 5. Constante de tiempo (K) del fotoblanqueo de Dronpa-D4 en PBS, Rutina y PPD. El valor de

K, de cada medio de muestreo se calculd a partir de 50 series de 50 espermatozoides pertenecientes a 5
ratones distintos.
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Medio de muestreo

Constante (K;) de tiempo del
fotoblanqueo (promedio + DS, N

Significancia estadistica de la
diferencia del K, respecto a PBS

=15) (p-value)
PBS pH 6.9 30.2+5.8
Rutina 32.5+5 p=0.0763
PPD 57.6+8.1 p=3.5607e-21
Rutina + PPD 95+15.7 p = 1.4443¢-28

Tabla 4. Valores de la constante de tiempo (K,) del fotoblanqueo de Dronpa-D4 en PBS, Rutina y PPD.

Aunque no logramos generar las condiciones necesarias para el uso de Dronpa-D4 en

microscopia de super-resolucion tipo PALM, el analisis sobre el efecto que tienen distintos

medios de muestreo en el comportamiento de la fluorescencia de Dronpa-D4 sirve de

precedente para futuras aplicaciones en experimentos de microscopia de otras modalidades.
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74 LA DISTRIBUCION DEL COLESTEROL EN LA MEMBRANA DEL
ESPERMATOZOIDE DEPENDE DE SU ESTADO CAPACITADO O NO
CAPACITADO

Con base en nuestro objetivo principal, se realiz6 el marcaje de colesterol con Dronpa-D4
en espermatozoides incubados en medio capacitante y no capacitante como se explica en la
seccion de materiales y métodos.

En ambas poblaciones de espermatozoides, nombradas Capacitados y No Capacitados a
partir de este punto, se observaron 5 patrones distintos de distribucidon de colesterol en la
membrana de la cabeza. La clasificacion de los cinco patrones se realizd tomando como
referencia las tres regiones de la membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide
(Figura 28 panel izquierdo).

El patron de distribucion de colesterol observado en las regiones del segmento ecuatorial y
el acrosoma (SE y MA) se le nombro6 patrén A (Figura 28 A). Al patrén de distribucion de
colesterol localizado solo en la region acrosomal (MA) se le nombré patréon B (Figura 28
B). La distribucién de colesterol localizada en las regiones del segmento ecuatorial y el
acrosoma (SE y MA) y sobre la base de la cabeza en donde se une al flagelo se le nombro
patron C (Figura 28 C). A la distribucion de colesterol que se observd sobre las tres
regiones de la cabeza se le nombro patron D (Figura 28 D). Por ultimo, el patréon de
distribucioén de colesterol observado en las regiones del segmento ecuatorial y acrosomal
(SE y MA) y en la pieza media del flagelo (sefialada con una flecha amarilla en la Figura

28 E) se le nombr¢ patron E.

Figura 28. Casos representativos de los patrones de distribucion de colesterol observados en
espermatozoides de ratén. En la figura del extremo izquierdo se esquematizan las regiones en las que se
divide la membrana de la cabeza para su estudio. A-E, patrones de distribucion de colesterol A-E descritos en
el texto. La flecha amarilla sefiala la pieza media del flagelo del espermatozoide. Barra de escala = 4 pm.
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Del total de espermatozoides analizados en cada condicion (Capacitados y No Capacitados)
se observo que el porcentaje de espermatozoides que presentd cada patréon de distribucion
de colesterol fue diferente (Grafica 6). El porcentaje de espermatozoides que presentd el
patron de distribucion A fue mayor en espermatozoides No Capacitados, mientras que el
porcentaje de espermatozoides que presentd el patron de distribucion E fue mayor en
espermatozoides Capacitados. La cantidad de espermatozoides que presentaron los patrones
B, C y D fue ligeramente distinta entre ambas condicione fisiologicas; sin embargo su
diferencia no es significativa (Tabla 5). El nimero de espermatozoides analizados fue de
200 para la condicion No Capacitante y de 100 para la condiciéon Capacitante; se utilizaron
5 ratones distintos en cada condicion. La significancia estadistica se obtuvo mediante una

prueba t de student no pareada (2 muestras independientes).
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Grafica 6. Frecuencia de patrones de distribucion de colesterol en espermatozoides capacitados (Cap) y
no capacitados (No Cap). La frecuencia estd expresada en el porcentaje (%) de espermatozoides que
presentan cada uno de los patrones de distribucion de colesterol (A, B, C, D y E) de cada condicién
fisiolégica (Cap y No Cap).
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. % de % de Significancia
Patron de . . P
. Espermatozoides Espermatozoides estadistica
fluorescencia . .
no capacitados capacitados (p-value)
A 53 % 26 % 0.015838
B 14 % 5% 0.217939
C 15 % 16 % 0.913042
D 7 % 14 % 0.0502874
E 11 % 39 % 0.004986
Total 100 % 100 %

Tabla 5. Frecuencias del patron de distribucion de colesterol asociado a la fluorescencia de Dronpa-D4

en espermatozoides Capacitados y no Capacitados.
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7.5 EL COLESTEROL SE ORGANIZA EN DOMINIOS DE DIMENSIONES
NANOMETRICAS EN LA CABEZA DEL ESPERMATOZOIDE

Para poder visualizar los dominios de colesterol a escala nanométrica se utilizo el algoritmo
de SRRF para generar las imagenes de super-resolucion de los espermatozoides marcados
con Dronpa-D4 (explicacion del funcionamiento de SRRF en Apéndice A.6).

En las imagenes de super-resolucion (SRRF) de ambas condiciones fisiologicas se pueden
observar dominios de colesterol individuales (Figura 29) que no se pueden observar en las
imagenes limitadas por difraccion. A partir de este punto a estos dominios de colesterol

detectados en las imagenes de SRRF se les llamara nano-dominios de colesterol.

No Capacitados Capacitados

LD SRRF

Figura 29. Reconstruccion de imagenes de super resolucion con el algoritmo de SRRF de
espermatozoides capacitados y no capacitados. LD, limitado por difraccion. SRRF, stper-resolucion. A-E,
patrones de distribucion de colesterol observados en los espermatozoides en ambas condiciones fisiologicas.
Barra de escala =4 pm.
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Con el objetivo de realizar un andlisis cuantitativo de las dimensiones de los nano-dominios
de colesterol observados en las imagenes SRRF se procedio6 a calcular el area de cada uno
de ellos mediante el método de segmentacion basado en el algoritmo de “Hk-means” como
se menciono en la seccion 6.3.1.

En la Figura 30 se muestran dos casos representativos, uno de un espermatozoide no
capacitado (panel superior) y otro de un espermatozoide capacitado (panel inferior), de la

segmentacion obtenida mediante el método de “Hk-means”.

Imagen SRRF Segmentacion por Hk means

Figura 30. Segmentacion de imagenes obtenida mediante el método de “Hk-means”. Izquierda, imagenes
obtenidas mediante el algoritmo de SRRF. Derecha, segmentacion de las imagenes SRRF obtenidas mediante
Hk-means. Panel superior, espermatozoide no capacitado. Panel inferior, espermatozoide capacitado. El
patrén de distribucion de colesterol en ambos espermatozoides corresponde al patrén A.
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Dado que solo el porcentaje de espermatozoides que presentaron el patron de distribucion
de colesterol A y E cambio significativamente antes y después de ser incubados en medio
capacitante se decidid hacer el andlisis solo de las imagenes de espermatozoides que
mostraron dichos patrones.

El area de los nano-dominios detectados mediante el algoritmo de segmentacion se
encuentré en un rango de 560 nm” a 5600 nm” pixeles. En las graficas de la Figura 31 (A-
D) se muestran los nano-dominios de colesterol ordenados de menor a mayor con base en
su area de cuatro casos representativos de espermatozoides no capacitados con un patron de
distribucién de colesterol A. A cada nano-dominio de colesterol detectado se le etiqueto
con un identificador numérico (ID, iniciando en 1 y terminando en el numero de nano-
dominios detectados, siendo el 1 el de menor tamaio y el Gltimo el de mayor tamafio) para
poder detectarlo en la grafica y en la imagen de la cabeza del espermatozoide.

Aunque la cantidad de nano-dominios detectados en cada espermatozoide fue distinta se
puede apreciar que estos nano-dominios aparentemente se pueden categorizar en uno de

cuatro grupos, segun su distribucion en las graficas.
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Figura 31. Area de los nano-dominios de colesterol detectados en 4 casos representativos de
espermatozoides no capacitados con el patrén A de distribucién de colesterol. En cada caso los nano-
dominios de colesterol detectados mediante el algoritmo de segmentacion de Hk means fueron etiquetados
con un identificador (ID) numérico iniciando en 1 y terminando en el numero de nano-dominios detectados.
Por ejemplo, en A se detectaron 20 nano-dominios, 17 en B, 20 en C y 26 en D. El orden de numeracion de
cada nano-dominio se baso en su area, siendo el nano-dominio 1 el de menor tamafio y el tltimo el de mayor

tamafio.

Se realiz6 un andlisis de agrupamiento utilizando la funcion “K-means” (https://afit-

r.github.io/kmeans_clustering) implementada en el lenguaje de programaciéon R para

determinar qué dominios de colesterol pertenecen a cada grupo segin su area (Figura 32

A-D). Los cuatro grupos detectados tienen las siguientes caracteristicas:

Grupo 1 = dominios de colesterol con un area aproximada de entre 35 y 100 pixeles (rojo en Figura 32)

Grupo 2 = dominios de entre 100 y 200 pixeles de area aproximadamente (cian en Figura 32)

Grupo 3 = dominios de entre 200 y 300 pixeles de area aproximadamente (verde en Figura 32)

Grupo 4 = dominios con un area de 300 a 350 pixeles de area aproximadamente (violeta en Figura 32)
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Figura 32. Andlisis de agrupamiento de los nano-dominios de colesterol respecto al area observada
mediante el analisis de K means. Los mismos casos representativos que en la Figura 31. Los cuatro grupos
de nano-dominios detectados segin su area se muestran en 6valos de color rojo para el grupo 1, cian para el
grupo 2, verde ara el grupo 3 y violeta para el grupo 4. Las caracteristicas de cada grupo se describen en el
texto.

Al identificar la localizacion de los nano-dominios de cada grupo en la cabeza del
espermatozoide se observd que se distribuyen de manera heterogénea, es decir que los
dominios de cierto grupo parecen estar preferentemente en una region de la cabeza. Por
ejemplo, en la Figura 31 se observa que casi todos los dominios del grupo 3 y 4 (verdes y
morados) se localizan principalmente en la region apical de la cabeza. Por este motivo se
realiz6 un analisis cuantitativo de la localizacion de los nano-dominios de colesterol en la

cabeza del espermatozoide.
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Deteccion de grupos de nano-dominios
por el algoritmo de K meanscon base en su area
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Figura 33. Visualizacion de los nano-dominios de colesterol segiin su grupo en la cabeza del
espermatozoide de ratén. Caso representativo de un espermatozoide no capacitado con el patron A de
distribucion de colesterol. En el panel izquierdo se muestra la grafica de los nano-dominios ordenados de
menor a mayor segun su area en pixeles y la deteccion en cuatro grupos por el algoritmo de K means. En el
panel derecho se sefala la ubicacion de los nano-dominios de colesterol en la cabeza en colores segun el

grupo en el que fueron categorizados.
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7.6 LA DISTRIBUCION DE LOS NANO-DOMINIOS DE COLESTEROL EN LA
CABEZA DEL ESPERMATOZOIDE DEPENDEN DE SU ESTADO
“CAPACITADO” O “NO CAPACITADO”

A partir de las observaciones mencionadas en la seccion anterior se decidio realizar un
analisis cuantitativo de la localizacion de los nano-dominios de colesterol en la cabeza del
espermatozoide, tomando como referencia la distancia de cada nano-dominio al centro de la
elipse ajustada a la cabeza, como se menciona en la Seccién 6.3.2.

De esta manera se compar6 la posicion de los dominios de colesterol (en términos de su
distancia al centro de la elipse) entre ambas condiciones fisiologicas, No Capacitados y

Capacitados (Grafica 7).
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Grafica 7. Frecuencia relativa de la distancia de los nano-dominios de colesterol al centro de la elipse en
espermatozoides capacitados y no capacitados. Los histogramas muestran la frecuencia relativa de la
distancia de los nano-dominios al centro de la elipse los cuatro grupos observados (seglin su area en pixeles,
definidos en la seccion 7.6) y por su condicion fisiologica (No Capacitados y Capacitados).
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En los histogramas de la Grafica 7 se muestran las frecuencias relativas de las distancias de
los nano-dominios de colesterol al centro de la elipse del patron de tincion A de
espermatozoides No Capacitados y el patréon de tincion E de espermatozoides Capacitados.
Se analizaron 115 espermatozoides No Capacitados con el patron de distribucion A y 50
espermatozoides Capacitados con el patron de distribucion E.

Debido a que el porcentaje de espermatozoides que presentaron estos patrones de tincion
fue diferente en cada condicion fisiologica se decidio aplicar la prueba de Kolmogorov-
Smirnov a estas dos poblaciones para determinar si existe una diferencia en la localizacion
de los nano-dominios entre espermatozoides Capacitados y No Capacitados.

A grandes rasgos, esta prueba compara la funcion de distribucion acumulada [Fn(x)] de dos
distribuciones muestrales (en nuestro caso Capacitados y No Capacitados) para determinar
si pertenecen a la misma distribucion. Esto se hace evaluando la hipotesis Fn(x) de Cap <
Fn(x) de No Cap, tomando en cuenta la distancia promedio D que hay entre ambas
distribuciones acumuladas, de tal manera que si D es distinto de cero con una significancia
estadistica menor a 0,05 se concluye que ambas muestras pertenecen a distintas
distribuciones muestrales.

La Grafica 8 muestra la funcion de distribucion acumulada las distancias de los nano-
dominios al centro de la elipse en espermatozoides Capacitados y No Capacitados (curva

morada y azul respectivamente) por cada categoria segun su area en pixeles (grupo 1 a 4).
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Grafica 8. Graficas de la funcion de distribucion acumulada [Fn(x)] de las distancias de los nano-
dominios de colesterol al centro de la elipse. i, Fn(x) del grupo 1 (35-100 pixeles). ii, Fn(x) del grupo 2
(100-200 pixeles). iii, Fn(x) del grupo 3 (200-300 pixeles). iv, Fn(x) del grupo 4 (300-350 pixeles). La curva
morada representa los valores de Fn(x) para espermatozoides Capacitados con patrén de tincion E. La curva
azul representa los valores Fn(x) para espermatozoides No Capacitados con patron de tincion A.

Se aprecia en la Grafica 8 que las distribuciones acumuladas de las distancias de los nano-

dominios de colesterol al centro de la elipse para los espermatozoides Capacitados y No

Capacitados se encuentran a diferente distancia, lo cual se demostr6 mediante la aplicacion

de la prueba Kolmogorov-Smirnov (Tabla 6).

5 Patrén
Grupo Patron . D -value
(por drea ennm’) | No Capacitados Capacitados P
560-1600 A E 0.10865 0.02642
1600-3200 A E 0.14865 0.001111
3200-4800 A E 0.14831 0.0004693
4800-5600 A E 0.13346 5.35E-06

Tabla 6. Resultados del analisis de la diferencia en la funcién de distribucion acumulada [Fn(x)] de las
distancias de los nano-dominios de colesterol al centro de la elipse entre espermatozoides Capacitados y
No Capacitados mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
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Dado que en ambas condiciones se registraron espermatozoides con los patrones de tincion

de colesterol A y E se decidi6 comparar la distribucion de los nano-dominios de colesterol

entre espermatozoides Cap y No Cap con el mismo patron de tincion (NoCap patrén A vs

Cap patron A y NoCap patron E vs Cap patréon E). Los resultados se muestran en la Tabla

7 para el primer caso y en la Tabla 8 para el segundo caso. Como se puede observar, en

estos casos no hubo diferencias en la distribucion de los dominios (p-value > 0.05) excepto

para el grupo 1 (area de 35 a 100 pixeles).

5 Patron
Grupo Patron . D -value
(por sreaennm?) | No Capacitados Capacitados P
560-1600 A A 0.18112 0.002778
1600-3200 A A 0.10778 0.1178
3200-4800 A A 0.06717 0.4307
4800-5600 A A 0.072738 0.1134

Tabla 7. Analisis de Kolmogorov-Smirnov para determinar la diferencia en la funciéon de distribucion
acumulada [Fn(x)] de las distancias de los nano-dominios de colesterol al centro de la elipse entre
espermatozoides Capacitados y No Capacitados con el patron de tincion de colesterol A..

Patron

Patron

Grupo . D -value
(por drea en nm?) No Capacitados Capacitados p-vatu
560-1600 E E 0.067327 0.4676
1600-3200 E E 0.064579 0.4861
3200-4800 E E 0.053306 0.5736
4800-5600 E E 0.044972 0.4778

Tabla 8. Analisis de Kolmogorov-Smirnov para determinar la diferencia en la funciéon de distribucion
acumulada [Fn(x)] de las distancias de los nano-dominios de colesterol al centro de la elipse entre
espermatozoides Capacitados y No Capacitados con el patron de tincion de colesterol E..
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CAPITULO 8
DISCUSION DE RESULTADOS

La capacitacion es el proceso mediante el cual el espermatozoide adquiere la capacidad de
poder fecundar un 6vulo. Un evento clave durante la capacitacion del espermatozoide de
mamiferos es el eflujo de colesterol fuera de la membrana celular (Flesch et al., 2001). La
evidencia sugiere que el colesterol se organiza en dominios lipidicos (balsas lipidicas) cuya
organizacion y distribucion cambian debido su eflujo durante la capacitacion (Zitranski et
al., 2010; Tsai, Garcia-Gil, van Haeften & Gadella, 2010); sin embargo, hasta ahora no se
ha podido observar dichos dominios directamente en la célula. El objetivo de este trabajo
fue observar los cambios en la organizacion de los dominios enriquecidos en colesterol
durante la capacitacion del espermatozoide de raton. Para lograr esto se propuso el uso de
microscopia de super-resolucion utilizando el marcador de colesterol Dronpa-D4.

La primera fase del proyecto consistid en la expresion y purificacion de Dronpa-D4. En
esta primera fase corroboramos que el comportamiento de la fluorescencia de Dronpa
depende de la longitud de onda con la que se ilumina, de tal forma que el decaimiento de su
fluorescencia ocurre mas rapido cuando la muestra se ilumina solamente con luz de 488 nm
y es mas lento cuando se ilumina simultdneamente con luz de 488 nm y luz de 405 nm
(Tabla 2). Este efecto se debe a que la luz de 488 nm induce la entrada de Dronpa a su
estado oscuro, del cual logra salir cuando es iluminado con luz de 405 nm. Estas
propiedades fotofisicas de Dronpa permiten manipular la emision de su fluorescencia,
generando protocolos de iluminacion en los cuales se induzca la emision discontinua, mejor
conocido como parpadeo, para poder llevar a cabo técnicas de microscopia de super-
resolucion, especialmente de fotoactivacion por luz (PALM; Betzig et al., 2006; Hess,
Girirajan & Mason, 2006; Rust, Bates & Zhuang, 2006).

Sin embargo, en el presente trabajo no fue posible establecer un protocolo de muestreo con
las condiciones Optimas para generar el parpadeo de Dronpa (Figura 27). Esto se debio
probablemente a la asociacién de una alta concentracion de fluoroforos a la cabeza del
espermatozoide dada por su alta concentracion de colesterol (Parks and Lynch, 1992), lo

cual impidi6 la separacion espaciotemporal de eventos de emision de moléculas
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individuales (Thompson, Larson & Webb, 2002; Baumgart et al., 2016; Xinlei & Naifeng,
2016).

Otra razon por la que probablemente no se pudo observar el parpadeo de Dronpa fue por la
baja potencia del laser utilizado. Se sabe que Dronpa requiere de altas potencias de
iluminacién para poder establecer las condiciones de parpadeo (Zhang et al., 2016), sin
embargo debido a la técnica de microscopia que se utilizd (microscopia confocal de disco
giratorio) no se pudo alcanzar la potencia ideal con la cual se pudiera hacer parpadear a
Dronpa. Lo anteriormente dicho se debe a la configuracion de iluminacion del microscopio,
en la cual el laser se divide en multiples volimenes confocales (hasta 1200 volumenes
confocales) que escanean simultdneamente la muestra, provocando la disminucion de la
potencia con la que se ilumina dicha muestra.

No obstante, durante el intento de establecer un protocolo de muestreo apto para
microscopia de super-resolucion PALM, se probaron 4 medios de muestreo (Rutina, GOC,
POC, MEA-MB y PPD) que se sabe reducen la concentracion de oxigeno en el medio
disminuyendo de esta forma el fotoblanqueamiento del fluoréforo por oxidacion (Rego et
al., 2011; Swoboda et al., 2012; Bogdanov, Kudryavtseva & Lukyanov, 2012; Schéfer, van
de Linde, Lehmann, Sauer & Doose, 2013). Nuestros resultados demuestran que dichos
medios de muestreo, menos Rutina, reducen el fotoblanqueo de Dronpa, lo cual se refleja
en un aumento del tiempo medio de fotoblanqueo de Dronpa en comparacién con un medio
de muestreo que no reduce la concentracion de oxigeno (Tabla 3). Un caso particular fue el
uso combinado de Rutina y PPD, ya que el uso del medio con Rutina aumento
significativamente la intensidad de la fluorescencia de Dronpa en comparacion con los
demas medios y, ademas el uso de PPD aumento aproximadamente un orden de magnitud
el tiempo medio de fotoblanqueo, lo cual se traduce en una reduccion notable del tiempo de
fotoblanqueo de Dronpa. Aunque se ha demostrado que Rutina tiene un efecto antioxidante
cuando se utiliza con la proteina verde fluorescente (GFP), en nuestro caso no se observo
dicho efecto con Dronpa. Sin embargo, su efecto en el aumento de la intensidad de la
fluorescencia de Dronpa podria estar reemplazando el efecto antioxidante de Rutina por
algin otro evento molecular, por ejemplo interfiriendo positivamente en la interaccion del
cromoforo de Dronpa con los aminoacidos del barril B que lo mantienen en el estado activo

(cis), generando mas fotones por ciclo de adquisicion de la imagen lo cual se ve reflejado
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en un aumento en la intensidad de la sefial. Los resultados obtenidos sobre el efecto de
estos medios de muestreo en el fotoblanqueamiento de Dronpa quedan como precedente
para su uso en futuros ensayos de microscopia optica de stiper-resolucion.

La segunda fase del proyecto consistid en observar los cambios en la distribucion del
colesterol que ocurren en los espermatozoides durante su capacitacion. Las observaciones
se realizaron a nivel micrométrico, utilizando microscopia limitada por difraccion, y a nivel
nanométrico mediante microscopia de super-resolucion utilizando el método de SRRF
(seccion 6.15).

En las primeras observaciones realizadas sobre espermatozoides No Capacitados se
observaron 5 patrones generales de la distribucion de colesterol (Figura 28) que de igual
manera se encontraron en espermatozoides Capacitados, pero con una frecuencia distinta
con la que aparecid cada patron (Grafica 7). Entre los 5 patrones observados solo el patron
A y el E tuvieron una diferencia significativa entre Capacitados y No Capacitados (Tabla
5). Como se puede observar en la Grafica 7 el patron de distribucion mas frecuente en
espermatozoides No Capacitados fue el patron A, para lo cual algo similar se ha reportado
en otros estudios (Travis & Kopf, 2002; Selvaraj et al., 2006; Asano et al., 2010). En
cambio, en espermatozoides Capacitados fue el patron E el de mayor frecuencia.

Si asumimos que el patron de distribucion de colesterol A corresponde a una distribucion
que es caracteristica de espermatozoides No Capacitados podemos concluir que el patron de
distribuciéon de colesterol E que aumenta en espermatozoides incubados en medio
capacitante es una consecuencia de la capacitacion del espermatozoide.

No obstante se observan espermatozoides con el patron de distribucion de colesterol E en
los espermatozoides incubados en medio no capacitante y también observamos la presencia
de espermatozoides con el patron de distribucion A en espermatozoides que han sido
incubados en medio capacitante.

Estos resultados se pueden explicar teniendo en cuenta que la membrana celular de los
espermatozoides puede ser alterada debido a distintos factores; por ejemplo, defectos en la
maduracion de los espermatozoides durante su transito por el epididimo o a factores
ambientales como cambios en la temperatura durante el manejo in vitro de las muestras
pueden incluso generar la reaccion acrosomal de manera espontanea (Eisenbach, Cerezales

& Boryshpolets, 2015). Esto explicaria la presencia de espermatozoides con un patrén de
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distribucion E en las muestras que fueron incubadas en medio No Capacitante, y de igual
manera explicaria la presencia de espermatozoides con el patron de distribucion A en la
muestra incubada en medio capacitante.

Se realizaron dos controles para demostrar que el patrén de marcaje de Dronpa esta
asociado al patron de distribucion de colesterol en la membrana del espermatozoide.

El primer control se realiz6 iluminando muestras de espermatozoides sin marcar con
Dronpa para demostrar que la fluorescencia observada se debia a la emision de Dronpa y no
a autofluorescencia de las células. Los resultados se muestran en la Figura 22, en el cual se
puede apreciar la ausencia de fluorescencia, por lo cual se concluye que la fluorescencia
observada en espermatozoides marcados se debe a la emision de Dronpa-D4.

El segundo control se realizo para demostrar la especificidad del marcaje de Dronpa-D4 por
el colesterol. Este control se realizd incubando los espermatozoides en medio con B-
Ciclodextrina para extraer el colesterol de la membrana y posteriormente con la sonda
Dronpa-D4, como se describe en materiales y métodos. En la Figura 24 se observa una
disminucion drastica de la fluorescencia en la membrana del espermatozoide, con lo cual
podemos concluir que la asociacion de Dronpa al espermatozoide se debe especificamente a
su interaccion con el colesterol de la membrana.

Por ultimo, las imagenes de siper-resolucion obtenidas mediante el algoritmo de SRRF nos
permitieron observar los dominios de colesterol a escala nanométrica, lo cual es mucho mas
limitado en imagenes obtenidas por microscopia limitada por difraccién, como se muestra
en la Figura 29. A partir de estas imagenes se realizo la caracterizacion de los dominios de
colesterol observados y un andlisis de su distribucion espacial en la cabeza, como se
menciona en la seccion 6.3.2. Los resultados demuestran, si asumimos que el patrén A es
indicativo de espermatozoides no capacitados, y el patron E es indicativo de
espermatozoides capacitados, que durante la capacitacion del espermatozoide ocurre una
redistribucion de los dominios de colesterol (Tabla 6). Ademas, se observo la ausencia de
diferencia en la distribuciéon de los dominios de colesterol entre ambas condiciones
fisiologicas con el mismo patrén de distribucion (Tablas 7 y 8) lo cual podria reflejar
fenomenos como defectos en los componentes involucrados la regulacion de la
capacitacion y también el fendmeno de la reaccion acrosomal espontdnea, no obstante es

necesario realizar mas pruebas y controles adicionales para demostrar este punto.

74



CAPITULO 9
CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

El uso de medios de muestreo con sistemas secuestradores de oxigeno y
antioxidantes aumenta el tiempo medio de fotoblanqueo de Dronpa-D4.

En espermatozoides de ratébn no capacitados la distribucion del colesterol se
encuentra mayormente en el segmento ecuatorial.

Después de la capacitacion ocurre una redistribucion del colesterol hacia las demas
regiones de la cabeza.

El colesterol, en la membrana plasmatica del raton, se organiza en dominios de
dimensiones nanométricas.

Ocurre una redistribucion de los dominios nanométricos de colesterol después de la
capacitacion del espermatozoide.

CAPITULO 10
PERSPECTIVAS

Determinar si los cambios en el patron de distribucion de colesterol observado por
microscopia de fluorescencia estan directamente relacionados con el proceso de
capacitacion mediante el uso de marcadores de la capacitacion (como la
fosforilacion de proteinas) que permitan establecer la relacion directa entre la
capacitacion y la modificacion del patron de distribucion de colesterol.

Realizar ensayos de microscopia de super-resolucion de deteccion de molécula
individual para visualizar con mayor resolucién los nano-dominios enriquecidos en
colesterol para poder analizar con mayor precision las caracteristicas de dichos
nano-dominios.

Determinar mediante microscopia de super-resolucion de deteccion de molécula
individual si los nano-dominios enriquecidos en colesterol forman parte de balsas
lipidicas utilizando marcadores de balsas lipidicas como esfingomielina,
gangliosido GM1 o Caveolina-1.
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CAPITULO 11
APENDICE

A.1 SONDA DRONPA-D4

La secuencia de la sonda Dronpa-D4 se insertd en un plasmido pET28a el cual es un vector
de clonacién y expresion en E. coli. Contiene una secuencia de etiqueta de Histidinas en el
N-terminal y otra en el C-terminal y una secuencia de resistencia a Kanamicina (Figura
Al). El plasmido Dronpa-D4 tienen un tamafio de 6307 pares de bases.

(6145) Xhol
i

6xHis .,

T7 promoter|,
(4964) BglIl

Drompa-D4
6307 bp

Figura Al. Mapa de restriccion del plasmido pET28a-DronpaD4. En color verde se sefala la regién que
corresponde a Dronpa. En color rojo se sefiala la region que corresponde a D4.
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A.1.1 Secuencia reportada de pET28a-Dronpa-D4
Las letras verdes corresponden a la secuencia de Dronpa. Las letras rojas corresponden a la
secuencia de D4.

tggcgaatgggacgegecctgtageggegeattaagegeggegggtgtggtggttacgecgcagegtgaccgetacacttgecag
cgecctagegececgctectttegetttetteccttecttictecgecacgttegeeggctttceecgtcaagetctaaatcgggggctece
tttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtgggecatcgeectgat
agacggtttttcgcectttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgticcaaactggaacaacactcaaccctatcteggt
ctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggectattggttaaaaaatgagetgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaa
atattaacgtttacaatttcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgeggaaccectatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtate
cgctcatgaattaattcttagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcatatcaggattatcaataccatatttttgaaa
aagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggeagttccataggatggceaagatectggtatcggtetgegattccgacteg
tccaacatcaatacaacctattaatttcccctcgtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatccggtg
agaatggcaaaagtttatgcatttctttccagacttgttcaacaggccagecattacgctcgtcatcaaaatcactcgcatcaaccaaa
ccgttattcattcgtgattgecgectgagegagacgaaatacgegatcgetgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgcaac
cggegeaggaacactgecagegeatcaacaatattttcacctgaatcaggatattcttctaatacctggaatgcetgttttcccggggat
cgcagtggtgagtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgettgatggtcggaagaggcataaattccgtcagecagtttag
tctgaccatctcatctgtaacatcattggcaacgctacctttgecatgtttcagaaacaactctggegeatcgggcttcccatacaatcg
atagattgtcgcacctgattgcccgacattatcgecgagceccatttatacccatataaatcageatccatgttggaatttaatcgeggect
agagcaagacgtttcccgttgaatatggctcataacaccccttgtattactgtttatgtaagcagacagttttattgttcatgaccaaaatc
ccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatectttttttctgegegtaatet
getgettgcaaacaaaaaaaccaccgcetaccageggtggtttgtitgccggatcaagagetaccaactctttttccgaaggtaactgg
cttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagecgtagttaggecaccacttcaagaactctgtagcaccgectaca
tacctcgetetgcetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaagacgatagttace
ggataaggcegcageggtecgggetgaacggggggttecgtgcacacageccagettggagegaacgacctacaccgaactgagat
acctacagcgtgagctatgagaaagegecacgeticccgaagggagaaaggcggacaggtatceggtaageggcagggtegg
aacaggagagcgcacgagggagceticcagggggaaacgectggtatctttatagtcctgtegggtttcgecacctctgacttgage
gtegatttttgtgatgetcgtcaggggggcggagectatggaaaaacgecageaacgeggectttttacggttcetggecttttgetg
gecttttgetcacatgttctttcctgegttatccectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgatacegetegecgea
gcegaacgaccgagegeagegagteagtgagegaggaageggaagagegectgatgeggtattttctecttacgeatetgtgeg
gtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgetctgatgecgeatagttaagecagtatacactccgcetatcgetacgt
gactgggtcatggctgegecccgacacccgecaacaccegetgacgegeectgacgggcttgtetgetecececggeatcegcettaca
gacaagctgtgaccgtctccgggagetgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgegegaggcagetgeggtaaag
ctcatcagcgtggtegtgaagegattcacagatgtctgectgttcatcegegteccagetegttgagtttctccagaagegttaatgtctg
gettctgataaagegggcecatgttaagggeggttttttcctgtitggtcactgatgectecgtgtaagggggatttctgticatggggat
aatgataccgatgaaacgagagaggatgctcacgatacgggttactgatgatgaacatgcceggttactggaacgttgtgaggata
aacaactggcggtatggatgcggcgggaccagagaaaaatcactcagggtcaatgeccagegcettcgttaatacagatgtaggtgtt
ccacagggtagccagcagceatcctgegatgcagatccggaacataatggtgecagggcegetgacttcecgegtttccagactttacga
aacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgctcaggtcgcagacgttttgcagcageagtegettcacgttcgetcgegtatcggt
gattcattctgctaaccagtaaggcaaccecgecagectagecgggtectcaacgacaggageacgatcatgegeaceegtggg
geegecatgecggcegataatggectgettctcgecgaaacgtttggtggcgggaccagtgacgaaggcttgagegagggcgtegc
aagattccgaataccgcaagcegacaggcecgatcategtecgegeteccagegaaageggtectecgecgaaaatgacccagageget
geeggeacctgtcctacgagttgecatgataaagaagacagtcataagtgecggegacgatagtcatgececegegeccaccggaag
gagctgactgggttgaaggctctcaagggeateggtecgagatcccggtgcctaatgagtgagetaacttacattaattgegttgeget
cactgcccgcetttccagtcgggaaacctgtegtgecagetgeattaatgaatcggecaacgegeggggagaggceggtttgegtatt
gggcgecagggtggtttttcttttcaccagtgagacgggcaacagcetgattgeecttcaccgectggecctgagagagttgcageaa
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geggtecacgetggtttgcecccagecaggegaaaatectgtttgatggtggttaacggegggatataacatgagetgtettecggtateg
tcgtatcccactaccgagatatccgeaccaacgegeageccggactcggtaatggegegeattgegeccagegecatctgategtt
ggcaaccagceatcgcagtgggaacgatgccctcattcageatttgeatggtttgttgaaaaccggacatggcactccagtegectte
ccgttcecgetatcggetgaatttgattgegagtgagatatttatgeccagecagecagacgeagacgegecgagacagaacttaatgg
gececgcetaacagegegatttgetggtgacccaatgegaccagatgetecacgeccagtegegtacegtettcatgggagaaaataa
tactgttgatgggtetctggtcagagacatcaagaaataacgccggaacattagtgcaggcagettccacagceaatggeatectggt
catccagcggatagttaatgatcagcccactgacgegttgegegagaagattgtgcaccgecgcetttacaggettcgacgecgctte
gttctaccatcgacaccaccacgetggeaccceagttgatcggegegagatttaatcgecgegacaatttgegacggegegtgcag
ggcecagactggaggtggocaacgecaatcageaacgactgtttgcccgecagttgttgtgccacgeggttgggaatgtaattcaget
ccgecatcgecgcttecactttttccegegttttcgcagaaacgtggetggcctggttcaccacgegggaaacggtctgataagaga
caccggcatactctgcgacatcgtataacgttactggtttcacattcaccaccctgaattgactctcttccgggegcetatcatgecatac
cgcgaaaggttttgcgcecattcgatggtgtccgggatetcgacgceteteecttatgegactectgcattaggaageageccagtagta
ggttgaggccgttgagecaccgecgecgecaaggaatggtgcatgcaaggagatggegeccaacagtececeggecacggggece
tgccaccatacccacgecgaaacaagegeteatgageccgaagtggcgagececgatcttceccatcggtgatgtcggegatatag
gegecageaaccgeacctgtggegecggtgatgeccggecacgatgegtecggegtagaggatcgagatctcgatecccgegaaa
ttaatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattccectctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatataccatg
ggcagcagccatcatcatcatcatcacagcageggectggtgccgegeggecagcGGTAC Catgagtgtgattaaaccag
acatgaagatcaagctgcgtatggaaggegctgtaaatggacacccgttcgegattgaaggagttggecttgggaagectt
tcgagggaaaacagagtatggaccttaaagtcaaagaaggceggacctctgectttegectatgacatcttgacaactgtgtt
ctgttacggcaacagggtattcgccaaatacccagaaaatatagtagactatttcaagcagtegtttcctgagggcetactcett
gggaacgaagcatgaattacgaagacgggggcatttgtaacgegacaaacgacataaccctggatggtgactgttatatct
atgaaattcgatttgatggtgtgaactttcctgecaatggtccagttatgcagaagaggactgtgaaatgggagcecatccact
gagaaattgtatgtgcgtgatggagtgctgaagggtgatgttaacatggetctgtegettgaaggaggtggccattaccgat
gtgacttcaaaactacttataaagctaagaaggttgtccagttgccagactatcactttgtggaccaccacattgagattaaa
agccacgacaaagattacagtaatgttaatctgcatgagcatgcecgaagegeattctgagetgecgaggeaggecaagA
AGCTTAagggaaaaataaacttagatcatagtggagcctatgttgcacagtttgaagtagcctgggatgaagtttcata
tgataaagaaggaaatgaagttttaactcataaaacatgggatggaaattatcaagataaaacagctcactattcaacagt
aatacctcttgaagccaatgcaagaaatataagaataaaggcaagagagtgtacaggecttgcttgggaatggtggagag
atgttataagtgaatatgatgttccattaacaaacaatataaatgtttcaatatggggaacaactttatatcctggatctagta
ttacttacaattaaCTCGAGceaccaccaccaccaccactgagatccggetgetaacaaageccgaaaggaagetgagttgg
ctgetgecaccgetgagcaataactageataaccccttggggcctctaaacgggtettgaggggttttttgctgaaaggaggaactat
atccggat
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A.1.2 Secuenciacion de pET28a-Dronpa-D4
Las letras verdes corresponden a la secuencia de Dronpa. Las letras rojas corresponden a la
secuencia de D4.

gggwmatttcccgtctagaataattttgtttaactttaagaaggagatataccatgggcageagecatcatcacawcatcacageag
cggcctggtgccgegeggecagcGGTMC Catgagtgtgattaaaccagacatgaagateaagetgegtatggaagge
gctgtaaatggacaccegttegegattgaaggagttggcecttgggaagectttcgagggaaaacagagtatggaccttaaa
gtcaaagaaggcggacctctgectttecgectatgacatcttgacaactgtgttetgttacggcaacagggtattcgecaaata
cccagaaaatatagtagactatttcaagcagtegtttcctgagggctactettgggaacgaagceatgaattacgaagacgg
gggcatttgtaacgcgacaaacgacataaccctggatggtgactgttatatctatgaaattcgatttgatggtgtgaactttce
tgccaatggtccagttatgcagaagaggactgtgaaatgggagecatccactgagaaattgtatgtgegtgatggagtgct
gaagggtgatgttaacatggcetctgtegettgaaggaggtggccattaccgatgtgacttcaaaactacttataaagetaag
aaggttgtccagttgccagactatcactttgtggaccaccacattgagattaaaagecacgacaaagattacagtaatgtta
atctgcatgagcatgecgaagegceattetgagetgecgaggcaggecaagaAGCTTaagggaaaaataaacttagat
catagtggagcctatgttgcacagtttgaagtagectgggatgaagtttcatatgacaaagaaggaaatgaagttttaacte
ataaaacatgggatggaaattatcaagataaaacagctcactattcaacagtaatacctcttgaagcetaatgcaagaaata
taagaataaaagcaagagagtgtacaggccttgettgagaatggtggagagatgttataagtgaatatgatgttccattac
aataatataatgtttcatatggggaacacttttatacctgcatctagtaatacatacataaCTCGA Gceaccaccaaccac
caccaactga
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A.2  PROPIEDADES FOTOFIiSICAS Y QUIMICAS DE DRONPA

Dronpa es una proteina fluorescente que fue descubierta en corales de la familia
Pectiniidae. El gen de dronpa se obtuvo a partir de bibliotecas de cDNA en 2004 y
posteriormente fue expresada y purificada en E. coli (Ando, 2004). Dronpa es clasificada
como una proteina fluorescente fotoactivable ya que se puede regular la transicion por sus
estados oscuro (no emisor) y activado (emisor) por medio de su iluminacion con luz de
distinta longitud de onda que corresponden a los picos maximos de su espectro de
absorcion, uno a 388 nm y otro a 503 nm (Habuchi et al., 2005).

Se sabe que el estado emisor y no emisor de Dronpa depende de la configuracion molecular
del fluorocromo dentro del barril B que lo rodea. Cuando el fluorocromo interacciona por
medio de un puente de hidrogeno con la Arginina 66 del barril B se encuentra en una
configuracion molecular cis (ON en la Figura A2). En esta configuracion, la geometria
molecular del fluorocromo es plana y Dronpa tiene la capacidad de ser excitado con luz de
488 nm y emitir fluorescencia, a este se le denomina estado emisor. Después de emitir
fluorescencia, el fluorocromo puede romper el enlace de puente de hidrégeno con la
Arginina 66 y cambiar su configuracion molecular de cis a trans (OFF en la Figura A2);
en esta configuracion Dronpa no tiene la capacidad de emitir fluorescencia, por lo cual se le
denomina estado oscuro. La configuracion en trans del fluorocromo en éste estado es muy
estable y solo puede retornar a su configuracién cis (estado emisor) cuando Dronpa es
excitado con luz de 405 nm, lo cual ocurre sin emitir fluorescencia en el proceso. Este
efecto de la luz de 405 nm de cambiar la configuracion del fluorocromo de Dronpa de trans
a cis se le conoce como fotoactivacion (Warren et al., 2013; Kaucikas, Tros & van Thor,

2014).

“©ON" 1 488 nm "
s

RN N 405 nm G 2PN
.‘\. 2 ~ 2‘ H

"OFF"

Figura A2. Configuraciones moleculares de Dronpa. El estado On corresponde al estado emisor en el cual
el fluorocromo que interacciona con la Arg66 se encuentra en el estado cis. El estado OFF corresponde al
estado no emisor trans en el cual no interacciona con Arg66. 488 nm y 405 nm son las longitudes de onda que
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corresponde a los picos de absorcion con los que se puede excitar el cromoforo de Dronpa y el efecto en su
configuracion molecular

Ademas, se sabe que el pH del medio en el que se encuentra Dronpa tiene un efecto sobre
la emision de su fluorescencia (Habuchi et al., 2005). El oxigeno del grupo fenol del
fluorocromo de Dronpa puede encontrarse protonado o desprotonado en cualquiera de las
dos configuraciones del fluorocromo, cis o trans. Sin embargo, cuando el estado emisor del
fluorocromo (cis) se encuentra protonado éste no puede emitir fluorescencia, por lo cual se
le considera un estado oscuro adicional (A; en la Figura A3), el cual estd en equilibrio
quimico con la forma no protonada (B en la Figura A3; Yadav et al., 2014; Higashino,
Mizuno & Mizutani, 2016). Por lo tanto, la emision de Dronpa disminuye en medios con

pH éacidos.
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Figura A3. Protonacion del cromoforo de Dronpa y su efecto en la fluorescencia. A, transicion del estado
oscuro A, al estado emisor B dependiendo de la longitud de onda con la que es iluminado y la transicion

entre el estado oscuro Aj al estado emisor dependiendo del equilibrio quimico entre su protonacion o

desprotonacion. B, configuraciones moleculares del croméforo en su estado protonado.

En resumen, refiriéndonos al diagrama de Jablonski de la transicion de los estados del
fluorocromo de Dronpa durante el fenémeno de fluorescencia (Figura A4), cuando Dronpa
es iluminada con una longitud de onda de 488 nm, los electrones del estado emisor B (cis,
no protonado) son excitados a un estado energético mayor, a partir del cual pueden regresar
al estado basal (B) emitiendo fluorescencia 6 entrar al estado oscuro A2 (trans protonado).
El fluorocromo puede salir del estado A2 cuando es excitado con luz de 405 nm regresando
al estado basal B a través de un intermediario no fluorescente I por medio de una reaccidon

de transferencia de proton (ESPT) del estado excitado de A2 (Excitacion de A2 —
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Desprotonacion de A2 y relajacion al estado I — modificacion de trans no protonado a cis
no protonado; Warren et al., 2013). El ciclo de fotoactivacion de Dronpa se puede repetir
ilumindndola nuevamente con luz de 488 nm 6 puede entrar a un segundo estado oscuro Al

(cis protonado) que se encuentra en equilibrio quimico con la forma B (cis no protonado).

Ex = 405 nm

Emision de
fluorescencial Ex = 488 nm

Al A2 B o W

B
H+ 'T

H-

Figura A4. Diagrama de Jablonski de los estados de transicion del fluorocromo de Dronpa.
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A3 SISTEMAS SECUESTRADORES DE OXiGENO

Sistema GOC
OH HOOC
Sistema MEA-MB O. .OH GlucosaOxidasa >.”OH
- . MR H e Catalasa HO:
» AN = — OH
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OH
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Catalasa
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Figura AS. Sistemas secuestradores de oxigeno y anti-oxidantes

A.3.1 Sistema MEA-MB:

MEA-MB es la abreviacion que se usa para llamar a al sistema secuestrador de oxigeno
compuesto por Mercaptoetanolamina (MEA) y Azul de Metileno (MB). En este sistema el
azul de metileno (MB) es reducido a su forma leucobase (MBH) por el agente reductor
MEA. La leucobase MBH puede ser oxidada nuevamente a azul de metileno por el oxigeno
presente en el medio (Figura A5) de tal forma que dicho oxigeno es consumido a través del
tiempo, evitando asi el fotoblanqueamiento de los fluoréforos por oxidacion y de esta
manera aumentando el tiempo medio de fotoblanqueo de la fluorescencia (Schifer, van de

Linde, Lehmann, Sauer & Doose, 2013).

A.3.2 Sistemas secuestradores de oxigeno GOC y POC:

GOC consiste en un sistema enzimdtico compuesto por la enzima Glucosa Oxidasa,

Glucosa y la enzima Catalasa. La glucosa oxidasa oxida a la glucosa, disminuyendo la
concentracion de oxigeno molecular en el medio, pero genera peroxido de hidrogeno el cual

es convertido a agua por la catalasa. Aunque este sistema es eficiente eliminando el
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oxigeno del medio tiene la desventaja de modificar el pH ya que el compuesto final es un
acido carboxilico (Figura A5; Swoboda et al., 2012).

POC esta compuesto por Piranosa oxidasa, Glucosa y Catalasa. Este sistema oxida a la
glucosa sin generar intermediarios acidos, por lo cual disminuye la concentracion de

oxigeno del medio sin cambiar el pH (Figura AS).

A.3.3 Medio de muestreo con Rutina:

Rutina (Figura AS) es un compuesto que se ha utilizado en microscopia de fluorescencia
para aumentar el tiempo medio de la fluorescencia de EGFP en medios de cultivo con
células vivas ya que se sabe es un antioxidante (Bogdanov, Kudryavtseva and Lukyanov,
2012). Debido a que Dronpa es similar a EGFP se decidié utilizar Rutina para intentar

aumentar el tiempo medio de la fluorescencia en Dronpa al igual que ocurre con EGFP.
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A4 RELACION SENAL-RUIDO DE UNA IMAGEN

A grandes rasgos la relacion S/R de una imagen es la comparacion de cuantas veces mayor
es el valor de intensidad de la fluorescencia registrado por el detector con respecto a los
valores de intensidad del ruido del detector; un valor grande de S/R mejora la precision de
la localizacion de los emisores puntuales y evita la generacion de artefactos en la imagen
final debido a que los valores de intensidad del ruido son menores al valor promedio de la
fluorescencia de la sefal y por lo tanto son descartados por los algoritmos que generan las
imagenes de super-resolucion (Thompson, Larson & Webb, 2002).

En los métodos de localizacion de molécula individual para poder hacer la reconstruccion
de la imagen de stper-resolucion se adquieren miles de imagenes de la estructura que se
quiere resolver con el proposito de registrar el mayor niimero de fluordforos individuales
que se encuentran marcando dicha estructura. En cada imagen se captura un conjunto
pequefio de fluoréforos individuales emitiendo fluorescencia los cuales se encuentran a una
distancia mayor que el limite de resolucion (distancia mayor a 200 nm) con el proposito de
determinar su localizacion subpixélica, esto se realiza para cada uno de los fluoréforos
detectados en cada imagen y al final se suman todas las localizaciones subpixélicas
generando asi la imagen final de stper resolucion. Lo ideal seria hacer la localizacion de
todos los fluoréforos que marcan la estructura para poder hacer su reconstruccion completa,
lo cual no es posible ya que la emision de algunos fluordéforos es irreversiblemente
extinguida debido a efectos del fotoblanqueo por la oxidacion del fluorocromo o, en el caso
de las proteinas fluorescentes, la desnaturalizacion de la estructura de la proteina.

Los métodos de stiper resolucion que no se basan en la deteccién de moléculas individuales
utilizan el analisis de la variacion de la intensidad de las iméagenes a través del tiempo para
deducir la estructura que se encuentra limitada por la difraccion. Estos métodos utilizan un
menor numero de imagenes (<100) pero suelen ocupar un mayor poder de computo para

hacer el analisis.
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A.5 MICROSCOPIA DE SUPER-RESOLUCION PALM

Este método consiste en la reconstruccion de imagenes con resolucion nanométrica a partir
de la localizacion precisa de moléculas fluorescentes individuales que transitan entre un
estado oscuro (no emisor de fluorescencia) y un estado activado (emisor de fluorescencia).

Esto se logra mediante la activacion con luz de una determinada longitud de onda de un
conjunto de fluoréforos que se encuentran a una distancia mayor que la del limite de
resolucion. A estos emisores se les puede ajustar un modelo a su patrén de difraccion que
es proyectado en los detectores digitales llamado Funcién de Dispersion Puntual (PSF) a
partir del cual se puede determinar la localizacion sub-pixélica de cada molécula, la cual
corresponde al centro de su PSF. Esto se hace constantemente para un conjunto distinto de
moléculas, de tal forma que después de la adquisicion de miles de imagenes se obtiene la
localizacion sub-pixélica de la mayoria de las moléculas que conforman a la estructura que
se quiere visualizar a partir de las cuales se puede generar la imagen final de super

resolucion (Figura AS; Betzig et al., 2006; Hess, Girirajan & Mason, 2006).

Estructura sub-celular Localizacién de un conjunto de fluoréforos activados Imagen de stiper resolucién

Figura A6. Principio del funcionamiento de Microscopia de localizacion de fotoactivacion de
fluorescencia FPALM. El objetivo de esta técnica es reconstruir la imagen de stper-resolucion de una
estructura sub-celular a partir de la localizacion de fluor6foros individuales en su estado activo, captados a
través de miles de imagenes. Esto se logra con la manipulacion de la activacion y apagamiento de la
fluorescencia por medio de la iluminacion de los fluordforos con luz de distintas longitudes de onda.
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A.6 SUPER-RESOLUTION RADIAL FLUCTUATIONS (SRRF)

El método de SRRF es un método de super-resolucion que se basa en el analisis espacial y
temporal de las fluctuaciones de la fluorescencia registrado en una secuencia de imagines
adquiridas por medio de microscopia de campo amplio o microscopia TIRF (Gustafsson et
al., 2016). Este método genera imagenes de stiper-resolucion a partir de dicho andlisis sin
involucrar la deteccion y localizacion de fluoréforos individuales como en los métodos de
PALM y STORM (Betzig et al., 2006; Hess, Girirajan & Mason, 2006; Rust, Bates &
Zhuang, 2006). El algoritmo SRRF esta implementado como un plugin de acceso libre de
Imagel.

El método de reconstruccion consiste en dos etapas: 1) andlisis espacial en donde se calcula
los mapas de radialidad de cada imagen de la secuencia de imagenes adquirida
originalmente (Figura A7 a). 2) analisis temporal en donde se colapsa toda la informacion
obtenida en el primer analisis, generando la imagen final de stuper-resolucion (Figura A7
b).

@  pixelated Gaussian Gradient field Radiality

1’ ’J»

Raw stack Radiality stack SRRF frame

Figura A7. Generacion de imagenes de super resolucion por medio del algoritmo de SRRF. a) ejemplo
del célculo del mapa de radialidad de una simulacion de una PSF (funcion de dispersion de punto) de un
fluoroforo proyectada sobre una imagen. Izquierda, grafica de superficie 3D de una PSF pixelada. Centro,
grafica de superficie de la magnitud del gradiente (las flechas corresponden a la direccion del gradiente).
Derecha, grafica de superficie 3D de la radialidad medida de la PSF. b) Analisis temporal de SRRF y
generacion de la imagen final. Izquierda, simulacion de una secuencia de 100 imagenes de 2 fluoréforos
separados a una distancia de 135 nm cuya emision flucta a través del tiempo. Centro, mapas de radialidad
(imagenes de radialidad) calculadas para cada una de las 100 imagenes de la secuencia original. Derecha,

87



imagen final de stper resoluciéon en donde se observan los dos fluor6foros separados, obtenida a partir del
analisis temporal de las 100 imagenes de radialidad calculadas previamente.

Los mapas de radialidad se obtienen de la siguiente manera:
Primero se calcula el gradiente de la imagen mediante la convolucion de dicha imagen con
un kernel para cada direccion XY de la imagen (Figura A8 b linea roja), definido como:

Gy=[-1 0 1]+1I

1
0|+
1

Este kernel puede ser modificado por el usuario dependiendo de las caracteristicas de las
imagenes adquiridas, se puede hacer mas grande para imagenes con una relacion sefial
ruido baja.

Posteriormente se realiza un andlisis a nivel sub-pixélico. Se divide cada uno de los pixeles
de la imagen en subpixeles (magnificacion del pixel, Figura A8 a); a partir de cada
subpixel (Figura A8 a color naranja) se establece N puntos de muestreo de la radialidad
(Figura A8 a puntos azules) a una distancia r; del sub-pixel que se estd analizando (Figura
A8 a y b lineas naranjas). A partir de cada punto de muestreo se calcula la direccion del
gradiente G; (Figura A8 flecha negra) que se refiere a la direccion hacia la que se localiza
la mayor intensidad de la senal (Figura A8 estrella roja “fluorophore position™). A partir de
estos datos se calculan dos valores:

Gy =

1) La minima distancia perpendicular d; del sub-pixel analizado hacia la linea de direccion
del gradiente G; (Figura A8 linea negra) y 2) el producto punto ® normalizado de Gjcon r;
Con estos datos se calcula el grado de convergencia de la linea de gradiente al sub-pixel
analizado mediante la ecuacion:
1—-d;)|

c; = sgn(0) l(lTQ‘
En donde ¢; puede tomar valores de -1 a 1 dependiendo del angulo 6 que hay entre Gjy r;.
De tal forma que para gradientes que convergen el valor serd positivo y para valores que
divergen el valor sera negativo.
Finalmente la radialidad para cada pixel X,Y de cada imagen(t) se calcula mediante la
convergencia promedio de los N puntos de muestreo de la siguiente manera:

. N
Ri(x. ) = EZ C;.
i=

Finalmente, estos valores pueden ser ponderados mediante la intensidad interpolada en el
sub-pixel (X, Y.). En los mapas de radialidad, los valores negativos de cada sub-pixel
indican la ausencia de fluoréforos mientras que los valores positivos indican su presencia.
Debido a que la ausencia de emisores en una imagen de la secuencia no disminuye la
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probabilidad de su presencia en imagenes posteriores de la secuencia, los valores negativos

de radialidad son escalados a cero.

a b
N
¥y
Gradient Line:
0= (x—x)Gyi — (¥ — ¥)Gxi
Fluorophore
position
G = (fofx Gyiy)
(i, yi)
iy
|
= (ru® ny¥)
(xe ¥e)
N
Cd

X
Figura A8. Fundamento teorico del calculo de radialidad en el algoritmo de SRRF. a) arriba: analisis de
la radialidad a partir de un subpixel (naranja). Abajo: correccion de movimiento utilizando un vector
precalculado (linea morada) por el algoritmo de SRRF. b) Esquema de los valores calculados por el algo de

SRREF descritos en el texto.
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A7

A.7.1 Publicacion “Nanosclae organization of rotavirus replication machineries”

PARTICIPACION EN CONGRESOS Y PUBLICACIONES

Debido a la experiencia técnica en el uso de los microscopios Confocal y TIRF obtenida durante mi proyecto
de maestria fui invitado a colaborar en el proyecto Nanosclae organization of rotavirus replication
machineries en colaboracion con el grupo de investigacion del Dr Carlos F Arias y la Dra Susana Lopez del
instituto de biotecnologia, UNAM. Mi participacion en este proyecto consistio en la adquisicion de las
imagenes de los viroplasmas (centros de replicacion viral en las células infectadas) y en la estandarizacion de
los protocolos de iluminacién en el microscopio TIRF. También contribui en el procesamiento de las
imagenes para su andlisis y en la reconstruccion de las mismas con el método de super-resolucion de “analisis

bayesiano de fluctuaciones de la fluorescencia (3B)”. También aporte el protocolo para la preparacion de los
medios de muestreo, en este caso se utilizdo el medio GLOX. Todo lo anterior fue posible gracias a lo
aprendido durante el presente proyecto de maestria.
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Nanoscale organization of rotavirus
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Abstract Rotavirus gename replication and assembly take place in cytoplasmic electron dense
|nehusions tarmed virop leama (WPe). Pravious canvantionsl aptical microscapy studies abaening the
Intresceliular distribution of rotavirus proteing and their organization In YPs have lecked melecular-
scale spatial resofution, dug to inherent spatial rezolution constraints. In this work we ernployad
supar-resolution microscopy to revesl the nanometric-scalle crganization of WPs formed during
rotawirus Infection, and quantitatively describa the structwral organization of seven viral proteing
within and around the WPs. The observed wiral components are spatlally organized as five
concentric layers, im which NSPS localizes at the center of the VPs, surroundad by a layer of N5P2
and NSP4 protains. followad by an intermediate zone comprised of the WP, VP2, VIPS, In the
outermost zone, we obsenwed a ring of VP4 and finally a layer of WPT, Thesa findings show that
rotavirus YP's are highly crganized organalles.

Introduction

Rotavirus is 8 non-enveloped wines composed of thres concentric layer. of proteirs that encloas &
genams comstititad by sleven sagmants of doubls strand ad RMNA [dsRMNA) that anceda siv stroctiral
prateing (YET ta VP4, WPS and YF?) and six nan-structursd proteing (INSP 1 te NSPSL. The inner layper
is formed by dimars of YP2 that enclose the viral genome and small rembers of moleculas of the
wizal RNA-depencent RNA polymerase (RARp), VP1, and the capping encyme, VP, This auclecare-
tmin complex constitutes the core of the virus, which is suroundad by an intermadiate pratein layer
of trimers of VP4, to farm double-leyered particles (BLPs}L The surface of the vidon is occupied by
two polypeptides, WP7, a glycoprotein, and VP4, which forms spikes that protrude from the VP shall
(Estes and Greenbarg, 2013} Replication of the rotavirus genome and assembly of DLPE take place
in cytoplasmic electron dense inclusions termed viroplasms (VFs) (Estes and Greenberg, 2013,
Once the double-shelled particles are assemblisd, they bud from the cytoplasmiz VPs into the adja-
cent endoplasmic reticulum (ER). During this process, which is medisted by the intersction of DLPs
with the ER transmeambrane viral protein NSP4, the particles acguire a tarmporary lipid bilayer, modi-
Fied by WPT and NSPA, which efter being removed In the lurnen of the ER by an unknown meche-
nismy, yislds the mature triple-layared vinons |Estes and Greenberg, 2013, |t has been reported
that VP4 is located Between the VP and the ER membrane and it s incosposated inte triple-leyered
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A.7.2 Participacion en el congreso “Focus On Microscopy 2019” llevado a cabo en
Londres UK en Abril del 2019

Con parte de los resultados obtenidos en el presente proyecto de maestria se realizd un poster para su
presentacion en el congreso Focus On Microscopy 2019 llevado a cabo en Londres UK en Abril del 2019.

El resumen del poster se puede consultar el siguiente link
http://www.focusonmicroscopy.org/2019/PDF/1214_Torres-Hernndez.pdf

Este mismo poster fue presentado en el simposio de verano del 2019 del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

instituto de Biotecnologia

o Biotecnologia

pDSSIDlE io observe mese nanouomams mrecuy inihe sperm We propuseme useofa CnOlESlEI"Ol pl"DOE naseu cn a eVEI"SIDly
photoactivatable fluurescenl protein (Dronpa) fluorescent protein and super-resolution microscopy to imaging the
cholact

had diracily

1h

e cell membrane of mouse spermatozoa

2.1Sample preparation:

Viaole CD1 mouse spermatozoa obtained oy
“swim up” technique were incubated wiih
Dronpa-Dé4 and then fixed with PFA 4 %
Dronpa-D4 was expressed and purified from E.
coli BL21 by His-tag purification with Nickel
Column.

2.2Microscope Settings:

Yokogawa W1 spinning disk confocal and

sample was illuminated simultaneously with

488 nm and 405 nm lasers, with the latter

intensily regulated to minimize dark-siate

permanence withnul inducing excessive
i )

23 Evaluation o
composition
PBS pH 6.9, Rutin in PBS pH 6.9 and PPD in
PHEM puffer (PIPES 60 mM, HEPES 25 mM,
EGTA 10 mM & MgCL2 mM) ph 6.9 were used to
reduce photobleaching of Dronpa
Determination of the half-time of fluorescence
phoiobieaching { io evaiuaie imaging media
was performed as described in Figure 2.

oo ogowm oo

Lyeweptaee
— @ )
R — I

Figure 2. Determining the half-time of fluorescence
photobleaching (x) from the video sequence.

2.4 Super-resolution microscopy:

We decided to use SRRF (super-resolution radial
fluctuations) for super-resolution image
reconstruction. The photoactivatate fluorescent
in Dronpa is suiaole for single i
lecallzallon microscopy such as PALM and STURM
however our data sel are composed of video
sequences shorler than required by these methods.
That is why we decided to use SRRF since only
require a few hundreds of images to generate the
final super-resolution image inslead of thousands as
PALM and STORM methods do. We are currently
working in the generation of a protocol to perform
PALM and storm microscopy.

#eo ~
Rutin. -
eos| - D@

e (seconds)

Paltern
name

Confocal

Non-Capacitaled Spermalozoa (No Cap)
Figure 3. Representative images of the fluorescence patt

fllorescence panams wers observed n hath

(yellow arowhead)

3.RESULTS

3.iHaif-iime of fiuorescence phoionieaching { of Dronpa-
fixed mouse spermatozoa memoranes in different imaging media

3.2 Fluorescence patterns observed in capacitated and non capacitated mouse
sperms due to cholesterol distrioution

due o differential cholesterol distribution in the cell membrane of th
matozoa. There o two dierent groups of sperns corrosponding 10 a iferert physioog condlon each ono (Cap and No Cap) four mapr

B cortesponds to Acosome distibution (yellow arowhead), & cortesponds & ES distibution and distrbuton a he base ofthe head (yelow atownead), D
shows a distribution all along the head. Finally, shows the typical ES distribution and a presence of Dronpa-D4 along the mid piece of the flagellum

4pound io choiesieroiin

PBS
2 302258
Rutin 2845 p=00763
PPD
(P Phenylenediaming)  S76+81  p=3.5607e-21
Rutin+ PP 984187 pels4idenn

Capacitated Spermatozoa (Cap)

distribution on A 20ne known as Equatarisl Seqment (£S)

E

Relative frequency (n =5)

3.3 Relative frequency of fluorescence paiterns onserved
p and No Cap mouse spermatozoa

@

The half-time of fluorescence photooleaching using PPD
or Rutin + PPD as an imaging medium could be increased
from 01057 sacondafor FED (twofold approx) and to 95

seconds foi eefold approx,.

There are at least four fluorescence patterns associated
lo cholesterol distrioution as indicated oy the Dronpa-
D4 prooe n the cell memorane of mouse sperm.

The frequency among different patterns of cholesterol
distribution are different between the two physiological
condilions tested. Particulrly th frequency of paerns

at
Capacilaled spermatozoa

Fluorescence o
paltern |
4% 23% 0 hocw
5% 33% c
2% 1%49% * .
55% ns% o
55% 9% L ‘
fotal Too% Too% Pattern (shownin Figure 3)
4.CONCLUSIONS 5.0UTLOOKS

We are currently working on improving an|
iltumination protocol to make Dronpa olink with TIRF|
microscopy in order lo be capable of perform PALM|
and STORM imaging.

ile we have characterized differences in|
cholesterol distrioution at the microscale between|
capacitated and non-capacitated sperm, we are also
interested in analyzing any differences in distrioution
the nanoscoppic scale. We are currently
per'urmmg clusler analysis usmg Rlpley's function

dlﬂractlon sca les ln nolenllallv lIDId ra ft dlslrloullon
and size.
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A.7.3 Presentacion de poster en la semana académica de invierno 2017 llevado a cabo
en el Instituto de Biotecnologia en Diciembre del 2017

Los resultados obtenidos durante el proyecto de maestria sobre el efecto de diferentes
medios de muestreo secuestradores de oxigeno para reducir el fotoblanqueo de

Dronpa fueron presentados en un poster en la semana académica de invierno 2017.
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Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada, Instituto dc Biotecnologia, Universidad Nac\una\ Auténoma de México (UNAM) Cucmﬂvaca Morelos 62210, Mexico.
‘Departamento de Genética del Desarrollo y Fisiologia Molecular, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), Cuernavaca, Morelos, 62210, México.
L aharatory for Cell Function and Dynamics, Brain Science Institute, RIKEN, Saitama 351-0198, lanan

Uno de los principales problemas en d i0 izacio olécula Individual (SMLM, por sus siglas en
inglés) es mantener la i i i

inglés) es mantener la f P

fotoblanqueo suele ser menor al tiempo que dura la adquisicion de imagenes del espécimen. Se sabe que una forma de aumentar la
fotoestabiiidad de aigunos fiuoréforos organicos es usar secuestradores de oxigeno, ios cuaies disminuyen ia concentracién de oxigeno
molecular (O,) disuelto en el medio y, en consecuencia, aumentan el tiempo de vida media del decaimiento de la fluorescencia por
fotoblanqueo. Sin embargo, poco se ha reportado sobre el uso de dichos medios y su efecto sobre proteinas fluorescentes, en las cuales
6n del fluorocromo vy d 6n de su estructura. En el pr

ia por

ar la fluorescencia por la oxid

G el efecto que tienen diferentes medios de muestreo sobre la fotoestabilidad de |

S pru(elna IILIOTESCEHIE IO[UdL[IVHDIE Dron ba,
que debido a sus propiedades fotoguimicas la hacen una herramienta muy Util en métodos de SMLM.

Imagen de siper-resolucién

fESTEY RRD REC . BEC
N0 e N B =

Figura 1. Mi (Modificado deY. Zhi et al., 2015). Figura 2. Propiedades fotoquimicas de Dronpa.
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Gréfica 1. Decaimiento de la fluorescencia de Dronpa en presencia
de diferentes secuestradores de oxigeno.
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Figura 3. Espermatozolde de raton marcadocon Dronpa-Dd 3

Gréfica 2.

pa s
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Preparacion de la muestra:

Obtencion de Incubacion de
inc Hsecon.de ||| Tiempo (segundos)

Ie
| 4
Lsaton por “owim out’

|

v
de iluminacién en Mit io Confocal de disco giratorio 31 Marianas
(www.Inma.unam.mx)

Intensidad (UA)

lluminacion con laser 488 nm (50 mW aprox.} + 405nm (10 mW aprox.).
Exposici 00 milisegundos.
T. Adquisicion: 120 milisegundos

PBS. Rutina

Grifiead.

Los medios de muestreo MEA-MB, GOC y POC aumentan significativamente el tiempo de vida media de la fluorescencia de Dronpa en

comparacion con PBS {control). El tiempo de vida medic en presencia de GOC y MEA-MB es menor que en POC, esto podria deberse a que

el producto de la reaccion (acido D-gluconico) en GOC acidifica el medio y en MEA-MB podria deberse al agente reductor MEA. El
antioxidante Rutina aumenta el tiempo de vida medla en menor propormon que MEA-MB, GOC y POC, pero incremento la intensidad de la
flu
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