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RESUMEN 

 

La capacitación es un proceso esencial de maduración del espermatozoide que ocurre en 

el útero. Un evento clave durante dicho proceso es el eflujo del colesterol fuera de la 

membrana plasmática. La evidencia sugiere que el colesterol se distribuye en la 

membrana formando nano-dominios lipídicos (balsas lipídicas) cuya organización y 

distribución cambian durante la capacitación 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 dinámica de los nano-dominios 

enriquecidos en colesterol durante la capacitación del espermatozoide de ratón. Para 

lograr esto se utilizó el marcador de colesterol Dronpa-D4 diseñado para su uso en 

microscopía de súper resolución tipo PALM. Debido a que no fue posible establecer un 

protocolo para realizar ensayos de microscopía PALM se utilizó el método de SRRF 

(Super Resolution Radial Fluctuations) para generar imágenes de súper-resolución. 

Además, se realizó 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 oxidación de Dronpa-D4.  

Finalmente, nuestras observaciones demostraron la existencia de nano-dominios 

enriquecidos en colesterol cuya distribución en la membrana de la cabeza del 

espermatozoide cambia durante su capacitación. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

 

1.1  REPRODUCCIÓN EN MAMÍFEROS 

La reproducción es el proceso mediante el cual se da inicio al desarrollo de un nuevo 

individuo. Existen diferentes estrategias de reproducción en la naturaleza. Una de ellas es la 

reproducción sexual, la cual consiste en la fusión del material genético de un gameto 

masculino (espermatozoide) y un gameto femenino (óvulo). En general, para que dicha 

fusión del material genético ocurra, el espermatozoide debe nadar hacia el óvulo y 

alcanzarlo para poder entregar su material genético mediante un proceso denominado 

fecundación. En mamíferos este proceso ocurre en el interior del individuo, 

específicamente en el aparato reproductor femenino, por lo cual se les denomina animales 

de fecundación interna (Lombardi, 2012).  

Los espermatozoides recién eyaculados son incapaces de fecundar al óvulo. Para poder 

llevar a cabo la fecundación el espermatozoide debe pasar por un proceso final de 

maduración llamado capacitación. Dicho proceso ocurre en el aparato reproductor 

femenino y consiste en una serie de cambios bioquímicos y fisiológicos en el 

espermatozoide que le permitirán adquirir la capacidad de fecundar al óvulo (Revisado en 

Pitnick, Wolfner & Dorus, 2019).  

 

1.2 MORFOLOGÍA DEL ESPERMATOZOIDE 

El espermatozoide es una célula altamente especializada cuyas características morfológicas 

le confieren la capacidad de desplazarse hacia el óvulo.   
La estructura del espermatozoide es similar entre las distintas especies de mamíferos y 

consiste básicamente en tres estructuras con funciones particulares: la cabeza, la pieza 

media y la pieza principal (Figura 1). A su vez, cada estructura está conformada por 

distintas subestructuras que son establecidas durante la espermatogénesis en el testículo 

(revisado en Mortimer, 2018). 
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Figura 1. Morfología del espermatozoide de ratón y de humano. A, esquema de las estructuras 
morfológicas en común del espermatozoide de ratón y humano; no obstante, algunas estructuras difieren en 
tamaño y forma, como la cabeza (resaltada con el círculo amarillo punteado), la mayoría de ellas se 
encuentran presentes en los espermatozoides de casi todas las especies de mamíferos. Imagen modificada de 
Darszon, Nishigaki, Beltran & Treviño, 2011). B, espermatozoides de ratón vistos mediante microscopía 
diferencial de contraste de interferencia (DIC); imagen tomada en el Laboratorio Nacional de Microscopía 
Avanzada (LNMA). 

 

 

1.2.1 Flagelo: pieza media, pieza principal y pieza final 

El flagelo es la estructura que confiere motilidad al espermatozoide. Su formación 

comienza en etapas tempranas de la espermiogénesis (etapa final de la espermatogénesis) 

cuando el centrosoma de la célula espermátida (conformado por dos centriolos rodeados de 

una matriz proteica llamada matriz pericentriolar) se recluta hacia una región cercana a la 

envoltura nuclear llamada fosa de implantación. A partir de esta zona los dos centriolos se 

distancian uno del otro formando al centriolo proximal y al centriolo distal, este último dará 

origen al axonema del flagelo (Hermo, Pelletier, Cyr & Smith, 2009); Ambos centriolos son 

heredados al óvulo y participan en la formación de los centrosomas involucrados en la 

primera división mitótica del cigoto (Fishman et al., 2018). El axonema, generado a partir 
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del centriolo distal, es la estructura responsable de las propiedades mecánicas del flagelo y 

está conformada por un par central de microtúbulos rodeado de nueve dobletes de 

microtúbulos, generando la característica 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 microtúbulos están formados por dos subtúbulos unidos 

(Figura 2A, flecha roja) en donde uno de ellos se encuentra asociado a un conjunto de 

proteínas llamadas dineínas (Figura 2A, flecha verde; Figura 2B remarcado en rojo y 

cian). Estas proteínas funcionan como los motores moleculares que, por medio de la 

hidrólisis de ATP, generan la fuerza de torsión del axonema provocando el batido flagelar. 

Estas dineínas se encuentran asociadas al túbulo en forma de dos brazos, uno externo y uno 

interno (Figura 2B, remarcadas en rojo y cian, respectivamente); ambos brazos de dineína 

tienen diferencias estructurales y funcionales. A su vez, un complejo de unión mantiene 

unido el brazo externo de dineína al doblete de microtúbulos 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 señales que se transmiten a los filamentos radiales (Figura 

2B, remarcado en azul) los cuales interaccionan con los brazos internos de dineínas 

controlando su actividad por medio de eventos de fosforilacion/desfosforilacion en 

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

 
Figura 2. Estructura 3D del axonema del flagelo de Chlamydomonas reconstruido por crio-microscopía 
electrónica. A panel izquierdo, vista frontal de un corte transversal del axonema del flagelo de 
Chlamydomonas obtenido por crio-microscopía electrónica; panel derecho, vista lateral del axonema 
mostrado en el panel izquierdo, en color verde se delinea la estructura de un doblete de microtúbulos junto 
con las proteínas asociadas al microtúbulo. B, proteínas asociadas al microtúbulo; rojo: brazo externo de 
dineínas, formación de cabezas de dineínas α, β y γ en tríos; cian: brazo interno de dineínas, formación de 
cabezas en pares a+b, c+e y g+d; amarillo: cadena intermedia y ligera de dineínas del brazo interno; verde: 
complejo regulador de dineínas; azul: filamentos radiales; morado: sin identificar. Modificada de Ishikawa, 
2015. 
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El flagelo del espermatozoide de mamífero está dividido en dos secciones, la pieza media y 

la sección que incluye la pieza principal y la pieza final. Dichas secciones están 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 difusión que mantiene separados a los componentes entre ambas secciones del flagelo 

(Kwitny, Klaus & Hunnicutt, 2010).  

 

 
Figura 3.  Microscopía electrónica de transmisión 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 señala a las mitocondrias; la flecha amarilla señala a una de las 9 fibras densas externas. B, vista 
lateral de un corte longitudinal de un flagelo de espermatozoide de ratón. Imagen modificada de Mortimer, 
2018. 

 

En la pieza media, el axonema está rodeado por 9 fibras densas externas acomodadas 

paralelamente a los dobletes de microtúbulos 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 tensión para poder superar la 

resistencia a la viscosidad del tracto reproductor femenino; también se cree que ayuda a la 

unión de la cabeza con el flagelo por medio de la proteína HSPB10 (Small heat shock 
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protein outer dense fibre I) y que además actúa como sostén de las mitocondrias (revisado 

en Hermo, Pelletier, Cyr & Smith, 2009, parte 3; Mortimer, 2018). 
La pieza principal no contiene mitocondrias y es más larga que la pieza media; en ratón 

puede llegar a medir alrededor de 95 micrómetros, mientras que la pieza media mide 

alrededor de 22 micrómetros (Albrechtová, Albrecht, Ďureje, Pallazola & Piálek, 2014). En 

esta región se encuentra una estructura formada de distintas proteínas 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 plasmática. 

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 región de la pieza 

terminal (revisado en Mortimer, 2018). Las características motiles del espermatozoide se 

determinan principalmente por la pieza principal cuyo movimiento en forma de ondas 

depende de la concentración de calcio (Ca2+) intracelular, siendo su principal vía de entrada 

un canal iónico específico del espermatozoide llamado CatSper (Alasmari et al., 2013). 

Este canal iónico se activa durante la capacitación mediante cambios del pH intracelular y 

la hiperpolarización de la membrana (revisado en Jin & Yang, 2016). Además, en humanos 

se activa indirectamente por medio de progesterona que promueve la activación de una 

hidrolasa que degrada a 2-arachidonoylglycerol, un inactivador de CatSper (Strünker et al., 

2011). La activación de dicho canal genera la hiperactivación 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 óvulo (Chung et al., 2014; Ernesto et al., 2015). 

Se sabe que en los espermatozoides de ratón, CatSper se encuentra organizado en cuatro 

dominios de escala nanométrica en la membrana del flagelo (Figura 4) junto con otras 

proteínas cuya actividad depende de su fosforilación durante la capacitación y de los 

dominios de señalización de Ca2+ que son generados por la distribución de CatSper (Chung 

et al., 2014). 
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Figura 4. Distribución de CatSper en el flagelo del espermatozoide de ratón. A, imagen de microscopía 
confocal de CatSper1 inmunomarcado en espermatozoide de ratón. B, imagen de súper-resolución en 3D de 
Catsper1; el código de color corresponde a la posición en el plano Z y se puede apreciar la distribución de 
CatSper en 4 franjas separadas localizadas en diferentes planos. C, vista frontal de la imagen de súper 
resolución mostrada en B en donde se puede apreciar la distribución de CatSper en puntos equidistantes del 
flagelo (Modificada de Chung et al., 2014). 

 

 La descripción de este fenómeno es de especial interés, ya que permite contextualizar la 

importancia de la formación de nano-dominios de membrana en la regulación de procesos 

fisiológicos, que en este caso es la formación de dominios de señalización de Calcio que a 

su vez regulan espacialmente la actividad de las proteínas que participan en la regulación 

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

 

1.2.2 La cabeza 

La cabeza del espermatozoide es la estructura que contiene al pro-núcleo con el genoma 

paterno que se donará al óvulo. También contiene un organelo llamado acrosoma, el cual 

sirve como reserva interna de calcio y además almacena enzimas  hidrolíticas que le 

permitirán degradar la matriz proteica que mantiene unidas a las células del cumulus que 

rodean al óvulo (Herrick et al., 2004) .  

La forma de la cabeza del espermatozoide de mamíferos 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 ratón tiene 

una forma característica de gancho (Figura 5 A) con una longitud de entre 6 y 8 

micrómetros y una anchura de alrededor de 1 micrómetro (Figura 5 B; Selvaraj et al., 

2009; Varea Sánchez, Bastir & Roldan, 2013; Medarde, Muñoz-Muñoz, López-Fuster & 

Ventura, 2013; Albrechtová, Albrecht, Ďureje, Pallazola & Piálek, 2014).  
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Figura 5. Dominios de membrana observados en la cabeza del espermatozoide de ratón. A, esquema de 
los diferentes dominios que se pueden observar en la membrana de la cabeza del espermatozoide de ratón; 
APM: membrana plasmática acrosomal; PAPM: membrana plasmática post-acrosomal; SE: segmento 
ecuatorial; SAR: anillo sub-acrosomal; AA: Acrosoma apical. B, micrografía de microscopía electrónica de 
transmisión de un corte transversal de una cabeza de espermatozoide de ratón en la cual se puede apreciar las 
dimensiones de los compartimientos internos como el núcleo (N) y el acrosoma (A); debido a la posición de 
la cabeza no se aprecia la región SE en este panel, sin embargo se entiende que se encuentra debajo de la 
región APM de esta misma figura. Modificado de Selvaraj et al., 2009. 

 

Una de las principales características de la membrana plasmática localizada en la cabeza 

del espermatozoides de mamífero es el alto grado de segregación de lípidos y proteínas que 

la componen, dando como resultado la formación de dominios de membrana de escala 

micrométrica mantenidos por medio de barreras de difusión (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 Plasmática Acrosomal (APM, por sus siglas en inglés) y la Membrana 

Plasmática 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 proteínas y lípidos 

asociados a balsas lipídicas (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 difusión entre ambas 

regiones de la cabeza ayudando a mantener la segregación de lípidos y proteínas residentes 
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de membrana (Selvaraj et al., 2006; Selvaraj et al., 2009; Tsukamoto et al., 2016; Cohen et 

al., 2014) 

Entre los primeros estudios se demostró por medio del método de FRAP (fluorescence 

recovery after photobleaching) que la fluidez de la membrana, reflejada por medio del 

coeficiente de difusión calculado a partir de las mediciones FRAP, es diferente entre las 

regiones APM y PAPM, demostrando así que ambas regiones corresponden a 

microdominios de membrana diferentes  (Wolfe, James, Mackie, Ladha & Jones, 1998). 

Estas primeras observaciones evidenciaron la segregación micrométrica de lípidos en la 

membrana de la cabeza, posiblemente segregados por medio de barreras de difusión. 

Posteriormente diferentes estudios demostrarían que el Anillo Sub-Acrosomal es la 

estructura que funge como barrera de difusión (R. Mackie, S. James, Ladha & Jones, 2001; 

James, 2004). 

Mediante microscopía electrónica se observó que el SAR dividía a ambas regiones 

(Selvaraj et al., 2006) y por medio de técnicas de microscopía de fluorescencia como 

“Perdida de Fluorescencia en Análisis de Fotoblanqueo” (FLIP, por sus siglas en inglés) e 

Imagenología de Fluorescencia de Partícula Individual (SPFI, por sus siglas en inglés) se 

demostró su participación como barrera de difusión. Esto se demostró al observar la 

incapacidad de complejos macromoleculares (utilizando marcadores fluorescentes de 

membrana que tienen a agruparse) para difundir de una región a otra a través del SAR, lo 

cual sí ocurre con moléculas que no se encuentran formando parte de un complejo 

macromolecular. Además, por medio de SPFI se observó 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 formación de nano-

dominios de membrana también conocidos como “balsas lipídicas” en la membrana del 

espermatozoide de mamífero. 

A pesar de existir una barrera de difusión que mantiene segregados los componentes de la 

membrana plasmática, se ha demostrado que durante la capacitación de los 

espermatozoides ocurre una redistribución de lípidos y proteínas 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 distribución de dichos 

componentes se modifica después del cese de la motilidad del espermatozoide inducida por 
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la fijación del espermatozoide con paraformaldehído (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 fisiología del espermatozoide, principalmente en la capacitación. 

 

1.3 CAPACITACIÓN Y EVENTOS PREVIOS A LA REACCIÓN ACROSOMAL 

La capacitación es un proceso de maduración post-testicular del espermatozoide mediante 

el cual adquieren la capacidad de fecundar un óvulo. Como ya se mencionó anteriormente, 

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

bicarbonato (HCO3-). Se cree que este ión 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 proteína Cinasa A (PKA; 

Gadella & Harrison, 2000; Harrison & Miller, 2000; Wuttke et al., 2001) involucrada en la 

fosforilación de los residuos de serina/treonina en una serie de proteínas implicadas en la 

regulación de distintas vías de señalización que ocurren durante la capacitación (Martin-

Hidalgo et al., 2018) como la fosforilación de las proteínas que se encuentran en la “hoja 

fibrosa” de la pieza principal (Miki et al., 2002) en donde tiene un efecto directo sobre la 

regulación de la motilidad del espermatozoide. El cambio de la concentración interna de 

HCO3- alcaliniza el pH intracelular y provoca una ligera hiperpolarización transitoria de la 

membrana plasmática (Demarco et al., 2002) lo cual modula la actividad de algunos 

canales iónicos (Jin & Yang, 2016). En conjunto, estos cambios activan a CatSper 

promoviendo un aumento de la concentración intracelular de Ca2+ en el flagelo (Lishko & 

Mannowetz, 2018), lo que a su vez provoca un aumento de la motilidad del flagelo o 

hiperactivación de la motilidad. En el caso de humanos, CatSper es indirectamente 

modulado por progesterona y se sabe que es sensible a otros componentes (Strünker et al., 

2011; Ernesto et al., 2015). 

De igual manera, un evento clave para llevar a término la capacitación y proseguir con la 

reacción acrosomal es el eflujo de colesterol de la membrana plasmática (Travis & Kopf, 

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

fosfolípidos entre la bicapa lipídica de la membrana (Flesch et al., 2001). Se sabe que dicho 

proceso es desencadenado por un aumento en la concentración intracelular del ión HCO3- 

el cual induce la activación de la vía cAMP-PKA que promueve la activación de flipasas de 

lípidos (Gadella & Harrison, 2000). A su vez, se ha demostrado en espermatozoides de 

jabalí que previo a su eflujo de la membrana el colesterol se redistribuye hacia la zona 

apical del espermatozoide, al igual que proteínas que son marcadores de balsas lipídicas 

como Caveolina-1 y Flotilina-1(van Gestel et al., 2005). Además, en estudios de análisis 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 lipídicas (Asano et al., 2009; Asano et al., 

2010).   

Posterior a la capacitación ocurre un proceso denominado reacción acrosomal, el cual 

consiste en la exocitosis de una vesícula llamada Acrosoma cuyo contenido está compuesto 

de enzimas hidrolíticas que permitirán al espermatozoide atravesar la zona pelúcida para 

poder alcanzar al óvulo. Este proceso de exocitosis depende de la participación de un 

conjunto proteínas Receptores de SNAP (SNARE, por sus siglas en ingles) localizadas en 

la membrana plasmática (específicamente de la región apical de la cabeza) y en la 

membrana del acrosoma. Entre estas proteínas se encuentran SNAP-23, SNAP-25, las 

Sintaxinas 1A, 1B, 4 y 6 y VAMP2, las cuales se ensamblan formando los complejos de 

fusión de membranas (Tomes et al., 2002) en los cuales están implicadas otras proteínas 

reguladoras como la Sinaptogtamina y Clompexina (Roggero et al., 2007). Se sabe que en 

los espermatozoides la formación del complejo SNARE ocurre en regiones con alta 

concentración de colesterol y su activación depende de la entrada de calcio al citoplasma y 

de la proteína Rab3A (GTPasa de la familia Rab; de Blas et al., 2005). Se ha visto una 

disminución en la activación del complejo SNARE mediado por Rab3A cuando hay una 

alta concentración 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 fosforilación de SNARE y en consecuencia un aumento en su 
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activación dependiente de Ca2+ potenciando así la reacción acrosomal (Belmonte et al., 

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

 

 

 

1.4 REORGANIZACIÓN DE LA MEMBRANA CELULAR DURANTE LA 

CAPACITACIÓN 

Los espermatozoides de mamífero se caracterizan por su alta concentración de esteroles, 

con una relación molar colesterol/fosfolípidos de 0.3 a 0.45. Entre el 16 y 18 % de los 

fosfolípidos 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). Además, en comparación con las células somáticas la membrana de los 

espermatozoides tiene una mayor concentración de lípidos poli-insaturados. Se ha 

hipotetizado que esta característica de los espermatozoides podría ser una adaptación 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 

generación de especies reactivas de oxigeno producto de la síntesis de ATP durante la 

hiperactivación, lo cual se ha deducido a partir de la relación que hay entre el gasto 

energético de los espermatozoides y la proporción de ácidos grasos insaturados (delBarco-

Trillo & Roldan, 2013).  

No obstante, la composición lipídica y proteica de la membrana del espermatozoide de 

mamífero se modifica en cada etapa de su maduración post-testicular. Aunque los 

espermatozoides son incapaces de sintetizar nuevas proteínas y lípidos, durante su trayecto 

por el epidídimo pueden importar dichos elementos a partir del medio extracelular por 

medio de vesículas llamadas epididisomas secretadas por el epitelio del epidídimo (Skerget, 

Rosenow, Petritis & Karr, 2015). De tal forma que durante su tránsito por el epidídimo, el 

espermatozoide modifica la composición proteica de su membrana al igual que su 

composición lipídica, aumentando la concentración de colesterol, esfingomielina y ácidos 

grasos instaurados a través de los epididisomas (Bernabò, Agostino, Ordinelli, Mattioli & 

Barboni, 2016; Rejraji et al., 2006). 
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Por otro lado, durante la capacitación se ha observado la redistribución lateral de lípidos 

sobre el mismo plano de la membrana plasmática, posiblemente mediado por escramblasas 

(Flesch et al., 2001) y la traslocación entre ambas capas lipídicas, que se cree es mediado 

por flipasas (Gadella & Harrison, 2000; Selvaraj et al., 2007). 

Como ya se mencionó anteriormente, se sabe que la translocación de los lípidos durante la 

capacitación se induce por la activación de la vía PKA/cAMP debido al aumento en la 

concentración del ión HCO3-, dicha vía promueve la activación de las escramblasas. 

Particularmente, las escramblasas están involucradas en la relocalización y concentración 

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 lipoproteínas de alta 

densidad y albúmina (Figura 6 C). Lo anterior se ha demostrado mediante estudios de 

microscopía electrónica y de fluorescencia (Flesch et al., 2001) al igual que mediante 

análisis de espectrometría de masas de la membrana del espermatozoide a lo largo de la 

capacitación (van Gestel et al., 2005). Así mismo, el eflujo de colesterol que ocurre durante 

la capacitación está asociado a la activación de lipasas como Fosfolipasa B (PLB), 

fosfolipasa A1 y A2 (Asano, Nelson-Harrington & Travis, 2013) que modifican la 

composición lipídica de la membrana y su curvatura sin involucrar importación o 

exportación de lípidos (Figura 7). Dicha modificación de la curvatura facilitará la fusión de 

las membranas plasmática y acrosomal durante la reacción acrosomal. 
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Figura 6. Modelo de la redistribución de colesterol promovido por el aumento del ión HCO3

- y su 
posterior eflujo. A, la escramblasa de fosfolípidos se encuentra inactiva cuando hay bajos niveles de HCO3

- 
(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 concentración externa de HCO3

- (20 mM) induce su internalización al 
espermatozoide mediante la activación de un intercambiador. El HCO3

- activa a la Adenilato ciclasa soluble 
(sAC) y esta, a su vez, activa la vía PKA/cAMP. La escramblasa es activada por la vía PKA/cAMP 
induciendo la redistribución y concentración de colesterol hacia la zona apical y la traslocación de lípidos de 
la cara externa (cabezas hidrofílicas de color blanco) hacia la interna y los lípidos de la cara interna (cabeza 
hidrofílica de color negro) hacía la cara externa. C, posterior a la redistribución y concentración de colesterol 
se induce su eflujo mediado por aceptores de esteroles como lipoproteínas y albúmina. Figura modificada de 
Flesch et al., 2001. 

 

 
Figura 7. Modelo de la activación de fosfolipasa B (PLB) inducida por el eflujo de colesterol durante la 
capacitación del espermatozoide. APM: membrana plasmática acrosomal; MA: membrana acrosomal. 1, 
Asociación de aceptores de esteroles (rosa y naranja) a región enriquecida en colesterol (amarillo) en la APM 
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y extracción de colesterol (blanco). 2, el aumento en la fluidez de la membrana, debido al eflujo de colesterol, 
induce la interacción de la PLB (azul) con proteasas (café) induciendo su corte proteolítico y activación. 3-4, 
la PLB activa hidroliza fosfolípidos de la cara externa de la APM. 5, modificación de la curvatura de la 
membrana por efecto de la hidrólisis de fosfolípidos facilita la fusión de las membranas APM y OAM durante 
el inicio de la reacción acrosomal completando posteriormente su fusión (6) dejando expuesto el contenido 
acrosomal, llevando a termino esta reacción. Modificado de Asano, Nelson-Harrington & Travis, 2013 

 

También, durante la capacitación se ha observado la redistribución 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). Además, se ha demostrado que la concentración de GM1 

hacia la zona apical de la cabeza promueve la aglomeración del canal iónico de calcio 

Cav2.3 en esta misma región y se sabe que ocurre por medio de la interacción directa entre 

la subunidad α1E del canal iónico con el ácido siálico del GM1, lo cual concluye con su 

activación provocando aumentos transitorios en la concentración de Ca2+ seguido de un 

aumento sostenido que se cree está involucrado en la activación de la reacción acrosomal. 

(Cohen et al., 2014). 

Además de agruparse en regiones específicas de la membrana, la evidencia sugiere que 

tanto el colesterol como otros lípidos saturados (como el gangliosido GM1 y 

esfingomielina) se encuentran formando dominios nanométricos que son modificados 

durante la capacitación y que dichas modificaciones podrían estar implicadas en la 

regulación misma de la capacitación. Sin embargo, no se han podido observar de forma 

directa en las células. 
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CAPÍTULO 2 

MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES 

 

Las propiedades moleculares de la membrana celular se encuentran principalmente 

determinadas por las propiedades fisicoquímicas de los lípidos y proteínas 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 proposición. 

Uno de los primeros modelos propuestos que describen las propiedades moleculares de la 

membrana fue el “modelo de sándwich proteína-lípido-proteína” propuesto en 1935 por 

Hugh Davson y James Danielli (Danielli & Davson, 1935) el cual consiste en una bicapa 

lipídica flanqueada por proteínas (Figura 8 A). Su propuesta se basó principalmente las 

observaciones de Danielli sobre la permeabilidad y propiedades físicas 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 reforzó con 

evidencia obtenida por microscopía electrónica en donde se observó la doble capa lipídica 

correspondiente a la “estructura de sándwich” (revisado en Hendler, 1971).  

Sin embargo, varias décadas después y mediante la acumulación de más evidencia sobre las 

propiedades de los lípidos y proteínas, principalmente observaciones sobre la estructura de 

las proteínas 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 está 

conformada por una bicapa lipídica con proteínas integrales en donde dichos elementos 

tienen la capacidad de difundir libremente en el plano de la bicapa (Figura 8 B).  
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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 fosfolípidos que conforman a la membrana 

celular y en morado a las proteínas. B, Modelo propuesto por Singer y Nicolson en 1972; se aplica el mismo 

código de colores que en A, se puede observar que las proteínas 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 comenzó a 

acumular evidencia mediante distintos métodos bioquímicos y biofísicos que sugería una 

distribución heterogénea de los componentes de la membrana el cual surge por el 

impedimento en la difusión de los componentes en determinadas zonas de la célula. Estas 

observaciones conllevaron a la proposición del modelo de “balsas lipidicas” por Simons y 

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

 

2.1 MODELO DE “BALSAS LIPÍDICAS” Y EVIDENCIA DE SU FORMACIÓN 

EN LA MEMBRANA CELULAR 

En 1988 Simons y Van Meers propusieron el modelo de “balsas lipidicas” (Figura 9) 

basándose en sus observaciones sobre la formación de dominios enriquecidos en 

glicolípidos en la zona apical de células epiteliales. Actualmente se consideran a las balsas 

lipídicas como “dominios de 10 a 200 nm enriquecidos en colesterol y esfingolípidos, 

heterogéneos y altamente dinámicos que compartimentalizan procesos celulares y que son 

estabilizados para formar dominios mas grandes por medio de interacciones proteína-

proteína, lípido-proteína y lípido-lípido” (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 función biológica. 
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Figura 9. Modelo simplificado de balsas lipídicas en la membrana celular. La balsa lipídica consiste en 
una región con alta concentración de esfingolípidos (morado), glicerofosfolípidos saturados (café) y colesterol 
(amarillo), en la cual hay la presencia de proteínas transmembranales (morado) y proteínas periféricas que 
generalmente están ancladas a la membrana por medio de GPI (naranja) o por medio de adición de grupos 
acilo (verde). La región que no corresponde a la balsa lipídica contiene colesterol en menor concentración que 
la región de la balsa y una composición mayormente de glicerofosfolípidos no saturados (azul); de igual 
forma hay la presencia de proteínas transmembranales (cian) y proteínas periféricas principalmente ancladas a 
la membrana mediante grupos prenilo. Imagen obtenida de Waheed & Freed, 2009. 

 

Las primeras evidencias de la formación de dominios lipídicos se obtuvieron a partir de 

membranas artificiales. El uso de las monocapas de Langmuir en 1917 fue uno de los 

principales estudios que permitió determinar las propiedades físicas de las membranas que 

surgen a partir de su composición lipídica. Desde entonces, el uso de modelos de membrana 

in vitro ha permitido conocer el efecto particular de la composición lipídica sobre la 

estructura de la membrana y sus propiedades biofísicas, particularmente el efecto del 

colesterol y fosfolípidos (Edidin, 2003). 

Los primeros estudios en los que se demostró la formación de fases lipídicas se realizaron 

mediante la técnica de calorimetría 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 lipídicas. 

La información obtenida mediante membranas artificiales y reconstruidas ha sido útil para 

describir las propiedades de la membrana celular, no obstante, dicha información no 

representa la membrana celular en su contexto biológico. Lo anteriormente dicho se debe a 

que las membranas artificiales suelen formarse a partir de mezclas constituidas por una 

cantidad muy limitada de lípidos, descartando incluso la presencia de las proteínas 

integrales y/o periféricas de membrana (Carquin, D’Auria, Pollet, Bongarzone & Tyteca, 

2016). 

Aunado al análisis de las membranas artificiales por calorimetría también se ha utilizado el 

análisis 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 

composición lipídica y proteica, siendo las fracciones menos solubles las que corresponden 

a las balsas lipídicas. Las distintas fracciones obtenidas pueden ser separadas por 

flotabilidad en gradientes de sacarosa mediante centrifugación en tubos de ensayo, 

quedando las fracciones más densas (que son las menos solubles) en el fondo y las menos 

densas (más solubles) en la superficie (Dubois et al., 2015). Del tubo de ensayo se pueden 

aislar las diferentes fracciones y analizar su composición lipídica y proteica (van Gestel et 

al., 2005). A partir de estos análisis se ha determinado que las fracciones resistentes a 

solubilidad por detergentes tienen una concentración de colesterol, esfingolípidos y 

proteínas mayor en comparación con las fracciones más solubles (Dubois et al., 2015). Esta 

información ha sido utilizada como referencia para determinar la localización de los 

elementos encontrados en las fracciones resistentes a detergente (que corresponden a las 

balsas lipídicas) en las células mediante microscopía de fluorescencia utilizando sondas 

fluorescentes específicas de lípidos y proteínas. 

El desarrollo de técnicas de espectroscopia de fluorescencia ha permitido estudiar a la 

membrana celular en un contexto más cercano al fisiológico. El desarrollo de fluoróforos 

orgánicos que se integran a la membrana y cuyas propiedades fotoquímicas 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 información sobre la estructura y 

fisiología de la membrana en células vivas (Gaibelet et al., 2017).  

Por ejemplo, el uso del fluoróforo Laurdan ha permitido demostrar en células vivas la 

presencia de fases con distinto grado de ordenamiento, el cual se mide mediante el grado de 

hidratación 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 difusión en la membrana que mantienen segregados 

a los lípidos y proteínas de membrana (James, 2004), así como las diferencias en los 

coeficientes de difusión medidos entre los distintos dominios de membrana observados 

(Wolfe, James, Mackie, Ladha & Jones, 1998). No obstante, introducir nuevos elementos a 

la membrana con propiedades químicas 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 proteínas fluorescentes asociadas a fragmentos 

de toxinas con afinidad específica a lípidos. Tal es el caso de la subunidad B de la toxina 

pentamérica de cólera (abreviado CTB) para visualizar la distribución de GM1 en 

espermatozoides de ratón (Treviño et al., 2001; Selvaraj et al., 2006; Selvaraj et al., 2007; 

Selvaraj et al., 2009) al igual que la subunidad de unión a colesterol de la toxina 

perfringolisina unida a distintos fluoróforos  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 lípidos de escalas manométricas en combinación 

con técnicas de microscopía de súper resolución en células somáticas (Mizuno et al., 2011). 

 

2.2 EVIDENCIA DE LA FORMACIÓN DE NANO-DOMINIOS LIPÍDICOS EN 

LA MEMBRANA DEL ESPERMATOZOIDE DE MAMÍFERO 

Las principales evidencias que sugieren la presencia de nano-dominios lipídicos en la 

membrana del espermatozoide de ratón se han obtenido por medio de técnicas bioquímicas 

y de microscopía electrónica y de fluorescencia. 

Particularmente en espermatozoides de jabalí se ha observado por medio de microscopía 

electrónica de crio-fractura la formación de complejos de filipina-colesterol en la cabeza 
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del espermatozoide; además se observó 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 albúmina (Flesch et al., 2001). Esta fue de las primeras evidencias 

de la formación de dominios enriquecidos en colesterol a escala nanométrica.  
Asimismo, se han caracterizado la composición molecular de las fracciones de membrana 

de espermatozoides de ratón resistentes a solubilidad por detergentes. A partir de estos 

análisis se han observado al menos tres distintas fracciones resistentes a detergentes los 

cuales se diferencian en su grado de flotabilidad y en la proporción de colesterol, 

gangliosido GM1 y proteínas 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 lipídicas en la membrana del espermatozoide, en los cuales se ha observado una alta 

concentración de colesterol, esfingolípidos, 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 lipídicas en microscopía óptica de fluorescencia (Watanabe et al., 2017; van Gestel et 

al., 2005; Treviño et al., 2001).  

Además, como se mencionó en la sección 1.4, se ha observado mediante microscopía de 

fluorescencia la segregación de lípidos como colesterol, gangliosido GM1 y esfingomielina 

en regiones particulares de la membrana plasmática de la cabeza del espermatozoide de 

ratón en conjunto con proteínas como las de la familia SNARE y canales iónicos como el 

Cav2.3 y los canales TRP (Treviño et al., 2001; Cohen et al., 2014).  

Debido a haberse observado en las mismas regiones y a la evidencia obtenida mediante 

microscopía electrónica y análisis de fracciones de membrana se cree que los componentes 

anteriormente mencionados se distribuyen formando balsas lipídicas, los cuales se 

modifican durante la capacitación 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 

redistribución y eflujo del colesterol durante la capacitación del espermatozoide. En este 

modelo el colesterol se encuentra distribuido en toda la región del segmento ecuatorial y 

acrosoma apical (revisar Figura 4 para mayor referencia) del espermatozoide no 

capacitado, formando nano-dominios lipídicos junto con glicolípidos y proteínas. Durante 
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la capacitación ocurre una redistribución del colesterol hacia la zona apical concentrando 

los nano-dominios lipídicos en esta región (Figura 10 A). La agrupación de dichos nano-

dominios podría favorecer la interacción de componentes de la membrana que participan en 

las mismas vías de señalización, por ejemplo las proteínas SNARE. En el caso de las 

proteínas SNARE, su reclutamiento y concentración en la zona apical favorecería su 

interacción generando la formación del complejo de fusión de membranas el cual, después 

del eflujo de colesterol, se activa directamente por el aumento en la concentración 

intracelular de calcio (Figura 10 B). La activación del complejo de fusión de membranas  

promueve la fusión de las membranas plasmática y la membrana acrosomal, generando 

vesículas hibridas que permiten la exposición 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). 

 

 
Figura 10. Modelo hipotético de la reorganización de balsas lipídicas durante la capacitación y su 
implicación fisiológica. A, Redistribución de nano-dominios lipídicos enriquecidos en colesterol (azul) y 
glicolípidos (verde) en la membrana plasmática del espermatozoide de ratón durante la capacitación. B, 
Efecto de la redistribución de los nano-dominios lipídicos en la distribución de las proteínas que conforman el 
complejo de fusión de membranas durante la capacitación; de arriba hacia abajo, antes de la capacitación el 
complejo de fusión de membranas (compuesto por Sintaxina 1B, SNAP 23 y VAMP 3) se encuentra 
desensamblado, después de la capacitación el complejo de fusión de membranas se ensambla y 
posteriormente es activado por Ca2+. A’- C2’ micrografías electrónicas de transmisión; A’: micrografía de la 
región acrosomal antes de la formación de los complejos de fusión de membranas (espermatozoides no 
capacitados); B’: micrografía de la región acrosomal de un espermatozoide capacitado (formación de 
complejos de fusión de membranas); C1’: micrografía de la región acrosomal de un espermatozoide que ha 
sufrido la reacción acrosomal en donde se observan las vesículas híbridas producto de la activación de los 
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complejos de fusión d emembranas;  C2’: micrografía de la región acrosomal y sección ecuatorial de un 
espermatozoide que ha sufrido la reacción acrosomal, se observa que la membrana de la sección ecuatorial no 
muestra la formación de vesículas (membrana inicia a partir de las flechas negras). Imagen modificado de 
Zitranski et al., 2010 y Tsai et al., 2010. 
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CAPÍTULO 3 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

 

Observar cómo se distribuye el colesterol en la membrana del espermatozoide de ratón a 

escala nanoscópica in situ nos permitirá determinar si dicho colesterol se organiza en nano-

dominios que se redistribuyen durante la capacitación, lo que permitirá comprender mejor 

el papel del colesterol en la fisiología del espermatozoide. 

Las metodologías anteriormente descritas han arrojado evidencia de la formación de nano-

dominios lipídicos en la membrana celular del espermatozoide de ratón. No obstante, 

debido a los métodos utilizados no ha sido posible observarlos directamente. Las técnicas 

bioquímicas 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 fisiológico de los espermatozoides. De igual manera, la evidencia obtenida 

mediante métodos de espectroscopía de fluorescencia como FRAP solo permite deducir la 

existencia de dichos nano-dominios con base en los coeficientes de difusión obtenidos. Una 

de las razones por las que no ha sido posible observar a los nano-dominios lipídicos 

directamente en la membrana del espermatozoide mediante microscopía óptica de 

fluorescencia es porque son menores al límite de resolución que se puede obtener mediante 

esta técnica (200 nm aproximadamente). No obstante, actualmente se cuenta con un 

conjunto de métodos de microscopía de súper-resolución que permiten obtener imágenes 

con una resolución de hasta 20 nm, dependiendo del método.  

El presente proyecto propone el uso de microscopía de súper-resolución para generar 

imágenes en donde se pueda observar a escala nanométrica la redistribución de los nano-

dominios enriquecidos en colesterol durante la capacitación del espermatozoide de ratón. 

Para marcar el colesterol en los espermatozoides se utilizará la sonda fluorescente Dronpa-

D4, la cual consiste en el fluoróforo Dronpa unido covalentemente al Dominio 4 (de unión 

a colesterol) de la toxina perfringolisina de tal forma que la sonda no resulta ser citotóxica. 

Se seleccionó como modelo de estudio al espermatozoide de ratón debido a que el método 

de obtención de los espermatozoides permite tener un mayor control sobre su estado 

fisiológico inicial. Además, 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 metabólico 

y composición lipídica sea menos variable entre los distintos ratones, con lo cual se puede 

realizar un análisis con menor variabilidad poblacional y por lo tanto más preciso. 
En general, los eventos moleculares que ocurren durante la capacitación, como el eflujo de 

colesterol y la redistribución de lípidos, son similares entre las distintas especies de 

mamífero. Por lo que la información obtenida a partir del presente estudio, realizado en 

espermatozoides de ratón, se podrá extrapolar a espermatozoides de otras especies incluido 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

CAPÍTULO 4 

HIPÓTESIS 

 

El colesterol de la membrana plasmática del espermatozoide de ratón se organiza en nano-

dominios de membrana que cambian su distribución durante el proceso de capacitación. 

 

 

 

 

CAPÍTULO 5 

OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL: 

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

plasmática de la cabeza del espermatozoide de ratón durante el proceso de capacitación. 

 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES: 

 

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

mediante microscopía de súper-resolución. 

 

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

en colesterol en espermatozoides no capacitados y capacitados. 
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CAPÍTULO 6 
METODOLOGÍA 

 

La estrategia experimental para lograr los objetivos planteados en la sección anterior 

consistió en el marcaje de espermatozoides de ratón con la sonda de colesterol Dronpa-D4 

para su aplicación en microscopía de súper-resolución (Mizuno et al., 2011) y de esta 

manera obtener imágenes de la distribución de colesterol en la membrana del 

espermatozoide con resolución nanométrica. Finalmente, a partir de las imágenes de súper 

resolución se realizó un análisis de la distribución de los nano-dominios de colesterol en la 

membrana plasmática de espermatozoides capacitados y no capacitados para determinar si 

hay un cambio en la posición en la cabeza de los nano-dominios de colesterol cuando se 

induce la capacitación del espermatozoide.  

A grandes rasgos, esta estrategia se divide en tres fases:  

1) Obtención de la sonda Dronpa-D4. 

2) Ensayos de microscopía de fluorescencia y obtención de imágenes de súper-

resolución. 

3) Análisis de imágenes de súper resolución y caracterización de dominios 

enriquecidos en colesterol. 

 
6.1 OBTENCIÓN 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 unión a colesterol) 

unido covalentemente a la proteína fluorescente fotoactivable Dronpa. La versión de 

Dronpa de esta sonda es monomérica; además la ausencia de los dominios de 

oligomerización de la toxina perfringolisina-O impide su autoensamble evitando la 

formación 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 

expresión heteróloga del plásmido pET-28-Dronpa-D4 en bacterias E. coli y posteriormente 

se purificó utilizando Columnas de Níquel, ya que la sonda cuenta con un tag de Histidinas 

para su purificación mediante este método.  
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La secuencia del plásmido se puede consultar en el Apéndice A.1  del Capítulo 11 y las 

propiedades fotofísicas de Dronpa se describen con detalle en el Apéndice A.2. 

Los plásmidos fueron donados amablemente por el Dr Mizuno  y el Dr Miyawaki y los 

obtuvimos almacenados en papel filtro y fueron procesado posteriormente para la expresión 

y purificación de Dronpa-D4 con los protocolos que se mencionan a continuación.  

6.1.1 Protocolo para generar bacterias electrocompetentes E. coli DH5α 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 

inoculó una asada en 4 ml de medio de cultivo líquido YENB en un tubo de 16x150 mm y 

se incubó a 37 °C toda la noche a 300 r.p.m (revoluciones por minuto). Se utilizó 0.25 mL 

del cultivo saturado para incubar en 50 mL de medio líquido YENB en un matraz de 500 

mL a 37 °C y 300 r.p.m. El cultivo se monitoreó midiendo las unidades de densidad óptica 

a 600 nm; cuando se alcanzaron entre 0.5 y 0.9 unidades el cultivo se enfrió sobre hielo. El 

cultivo se pasó a tubos Falcon de 50 mL pre-enfriado y se centrifugó 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 lavó con 5 mL de agua 

destilada fría re-suspendiendo la pastilla y posteriormente centrifugando a 8000 r.p.m. 

durante 5 minutos a 4 °C eliminando el sobrenadante, esto se repitió dos veces para 

eliminar completamente los residuos de medio de cultivo. La pastilla se resuspendió en un 

volumen total de 2 mL de glicerol al 10% frío después de lo cual se centrifugó para obtener 

nuevamente la pastilla de células eliminando el sobrenadaste con una micro-punta. La 

pastilla se resuspendió nuevamente en glicerol al 10% frío 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 μL 

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

6.1.2 Protocolo de transformación de bacterias E. coli DH5α y BL21 con el 

plásmidopET28-Dronpa-D4 

Este protocolo se obtuvo del libro “Short protocols in molecular biology” (Ausubel et al., 

1999). El papel filtro en el cual se almacenó el plásmido pET28-Dronpa-D4 se colocó en un 

microtubo de 0.6 mL con 30 μL de buffer TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA•Na2 0.1 mM, pH 

8) y se dejó reposar durante 1 hora a temperatura ambiente antes de utilizarse. Se 
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descongeló una alícuota de 50 μL de bacterias electrocompetentes E. coli DH5⍺ o BL21 y 

se agregó 4 μL de los plásmidos disueltos en el buffer TE. Después las bacterias se 

colocaron en una cubeta de electroporación. Se aplicó un pulso de 2500 volts. 

Posteriormente se extrajeron las bacterias rápidamente de la cubeta de electroporación y se 

colocaron en un tubo para cultivo con un volumen final de 2 mL de medio líquido LB sin 

antibiótico. El cultivo se incubó por 1 hora a 37 °C con agitación constante a 300 r.p.m. 

Finalmente se tomaron 200 μL y se sembraron en cajas con medio LB solido con 

antibiótico Kanamicina. Se dejó incubar la placa 12 hrs. a 37° C. Para hacer la clona de 

bacterias transformadas con el plásmido se seleccionó una colonia aislada en la placa y se 

dejó crecer en 5 mL de medio líquido LB con antibiótico Kanamicina en un tubo durante 

toda la noche a 37 °C y 300 r.p.m. Al día siguiente se tomó 800 μL del cultivo de bacterias 

(ahora transformadas con el plásmido) y se resuspendió en 800 μL de glicerol al 80 % y se 

almacenó a -80 °C para su uso en ensayos posteriores. El resto del cultivo de bacterias se 

puede utilizar para la extracción y purificación del plásmido para ensayos posteriores.  

6.1.3 Extracción de ADN plasmídico para su amplificación y almacenamiento para 

su posterior uso 

Se realizó un cultivo de bacterias transformadas con el plásmido en cuestión. Se inoculó 

una asada de bacterias transformadas en 5 mL de medio de cultivo LB líquido con 

antibiótico Kanamicina y se dejo incubar a 37 °C toda la noche a 300 r.p.m. Posteriormente 

se obtuvo la pastilla de células por centrifugación (8000 r.p.m. por 2 minutos). Dicha 

pastilla de células se procesó como mencionan las instrucciones del manual de uso del kit 

de extracción GeneJet Plasmid Miniprep (Thermo Fisher, #K0503): 

A la pastilla se le agregó 250 μL de la solución de resuspención y se mezcló con vortex. 

Después se agregó 250 μL de la solución de lisado y se mezcló invirtiendo el tubo 4 a 6 

veces, después de lo cual se agregó la solución de neutralización y se mezcló invirtiendo el 

tubo 4 a 6 veces. Esta mezcla se centrifugó a 14000 r.p.m. durante 5 minutos y se recuperó 

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 

centrifugó a 14000 r.p.m. durante 1 minuto. La columna tiene un filtro en el cual se quedan 

adheridos los plásmidos mientras que el resto de la solución se decanta y descarta. La 

columna se lavó 2 veces colocando 500 μL de la solución de lavado centrifugando a 14000 
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r.p.m. por 0.5 minutos. Después se vuelve a centrifugar la columna vacía por un minuto a la 

misma velocidad que en el paso anterior. La columna se transfirió a un microtubo nuevo de 

1mL. Se agregó 50 μL del buffer de elución a la columna y se dejo incubar por 2 minutos. 

Finalmente se centrifugó la columna a 14000 r.p.m. por 2 minutos y se recuperó lo 

decantado en el microtubo de 1 mL. Lo recuperado en el microtubo de 1 mL corresponde a 

los plásmidos eluidos y se almacenó a -20 °C. 

6.1.4 Cuantificación de la concentración de ADN plasmídico 

La cuantificación de la concentración de plásmido obtenido a partir de la preparación de 

Miniprep se hizo con el fluorómetro 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 agregó 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 disolvió calentando la solución en horno de microondas 

evitando cuidadosamente su ebullición. Se dejó enfriar un poco y después se agregó 10 μL 

de marcador fluorescente de ácidos nucleicos GelGreen (Biotium, #41005). La mezcla se 

vació en el molde de la placa con los peines para formar los pozos de carga y se dejó 

solidificar. La electroforesis del gel con las muestras cargadas se realizó con buffer TAE 1x 

aplicando un potencial de 25 mV hasta que la muestra salió completamente del pozo 

pasando al gel, después de lo cual se aplicó un potencial de 80 a 120 mV y se detuvo hasta 

que la señal de carga alcanzó el final del gel. El gel se reveló con el sistema Gel DocTM EZ 

(Bio-Rad). 

6.1.6 Inducción de la expresión heteróloga de Dronpa-D4 en E. coli BL21 

A partir de una alícuota crío-preservada de 50 μL de E. coli cepa BL21 transformada con el 

plásmido pET28-Dronpa-D4 se realizó un cultivo de 5 mL de medio de cultivo líquido LB 

con kanamicina toda la noche a 37 °C a partir del cual se preparó un segundo cultivo de 50 

mL de medio LB liquido en un matraz de 500 mL con una densidad óptica inicial de 0.1. El 

cultivo se dejó crecer a 37 °C y 200 r.p.m. hasta que alcanzó una densidad óptica de 0.6. Se 

agregó IPTG a una concentración final de 0.4 mM en los 50 mL de cultivo y se dejó 

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

Níquel 

Lisis de bacterias: Después de la incubación del punto 6.1.6 se centrifugó el cultivo a 8000 

r.p.m. a 4 °C por 5 minutos para obtener la pastilla de bacterias, el sobrenadante se descartó 

y se retiró el remanente con una micro-punta. La pastilla se resuspendió en 5 mL de buffer 

de lisis. Después se agregó lizosima a una concentración final de 0.2 mg/mL y se dejó 

incubar por 30 minutos en hielo. Después de los 30 minutos de incubación con lizosima, las 

células se lisaron por sonicación durante 5 minutos (80% de potencia del sonicador con 

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

a 10000 r.p.m. por 20 minutos a 4° C y se recuperó el sobrenadante (porción citoplásmica). 

También se recuperó el precipitado para comparar la porción de proteína de interés que se 

acumuló en la membrana y pared celular de las bacterias (porción membrana).  

Purificación con columna de Níquel: Para esta sección se utilizó el sobrenadante 

recuperado del paso anterior. Se utilizó una columna de Níquel HisTrap FF crude 5x1 ml 

(GE Life Sciences, #11000458) la cual se preparó haciendo pasar a través de ella 25 mL de 

H2O destilada para limpiarla. Posteriormente, se hizo pasar 50 mL de buffer de unión para 

activarla. Finalmente se hizo pasar la porción citoplásmica a través de la columna y se 

recuperó el sobrenadante filtrado (fracción “efluente”). Después se hizo un lavado de la 

columna con 50 mL de buffer de unión para disociar de la columna las proteínas que 

pudieran adherirse y que no son de interés, se recuperó lo filtrado (fracción “lavado”). A 

continuación se hicieron pasar soluciones de Imidazol para disociar la sonda de la columna 

y poder recuperarla. Primero se pasó una solución de Imidazol 150 mM  y se recuperó lo 

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

500 mM consecutivamente recuperando cada fracción. Finalmente se determinó por 

electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% las fracciones de Imidazol en donde se eluyó 

la sonda Dronpa-D4. 

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

sonda Dronpa-D4 se procedió a mezclar dichas fracciones y retirar el Imidazol del medio 

por medio de diálisis. Se centrifugó la fracción 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 agregó PBS 1x pH 7.4 hasta llegar a 6 mL y se volvió a repetir la 
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centrifugación; este paso se repitió tres veces. Al final se recupero 1 mL de la muestra libre 

de Imidazol en un tubo eppendorf de 2 mL, posteriormente se alicuotó en porciones de 20 

μL y se almacenaron a -80 °C. 

 

6.1.8 Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida 10 % 

Las proteínas en gel de poliacrilamida al 10% se revelaron utilizando tricloroetanol, 

colocándolo antes de solidificar el gel. Para la electroforesis se aplicó un potencial de 80 

mV mientras las muestras pasaban por el gel separador y cuando estas pasaron al gel de 

corrida se aplicó un potencial de 120 mV, el cual se detuvo después de una hora y media 

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

6.1.9 Cuantificación de concentración de proteínas por el método de Bradford 

Sea realizó siguiendo las instrucciones del protocolo “Bio-Rad Protein assay” usando el Kit 

II (#500-0002). 

 

6.2 ENSAYOS DE MICROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA Y OBTENCIÓN DE 

IMÁGENES DE SÚPER-RESOLUCIÓN 

Se utilizaron espermatozoides de ratones de la cepa CD-1 de aproximadamente 3 meses de 

edad criados en el bioterio del Instituto de Biotecnología UNAM. Los espermatozoides se 

obtuvieron de epidídimo por el método de swim-up. Los epidídimos se obtuvieron 

mediante extirpación en ratones sacrificados mediante dislocación cervical (Schatten, 

2004).   

 
6.2.1 Obtención de espermatozoides por el método de swim-up 

Primero se obtuvieron los epidídimos de los ratones como se mencionó anteriormente 

(Schatten, 2004). Después se colocaron en el fondo de un tubo Eppendorf de 2 mL y se 

agregó 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 recolectó el medio de la parte superior del tubo que es donde están los 

espermatozoides viables. 
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6.2.2 Tratamiento de cubreobjetos para la adhesión de los espermatozoides a la 

superficie 

Se colocaron 8 μL de Concanavalina-A (0.1 mg/ml) en el centro de un cubreobjetos 

redondo y se esparció por la mayor parte de la superficie. El cubreobjetos se dejó secar a 

temperatura ambiente y posteriormente se colocó la muestra con los espermatozoides. Este 

protocolo se obtuvo de (Luque et al., 2018) y se modificó 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 ratón 

Este protocolo se obtuvo y se modifico a partir del protocolo descrito en el artículo de 

Mizuno y colaboradores del 2011 en el que reportaron el uso de Dronpa-D4 para ensayos 

de microscopía de super resolución (Mizuno et al., 2011). Se tomaron 100 μL de 

espermatozoides obtenidos por swim-up y se diluyeron en otros 100 μL de medio TYH 

modificado no capacitante, obteniendo un volumen final de 200 μL. Después se agregó 5 

μL de Dronpa-D4 (919.5 μg/mL) a los 200 μL de espermatozoides, obteniendo una 

concentración final 0.023 μg/μL. Posteriormente se dejaron incubar 30 minutos a 37° C. 

Después  los espermatozoides se centrifugaron a 200 r.p.m. durante 5 minutos y se descartó 

el sobrenadante para eliminar la fracción de la sonda fluorescente no asociada a la 

membrana de los espermatozoides. Después se resuspendieron en 200 μL de medio TYH 

modificado no capacitante y se colocaron 50 μL sobre el cubreobjetos tratado con 

Concanavalina-A. Se dejaron adherir durante 15 minutos a 37° C. Posteriormente se retiró 

el medio junto con los espermatozoides que no se adhirieron y se procedió a la fijación de 

las células con paraformaldehido al 4 % en PBS 1X pH 7.4 a temperatura ambiente durante 

1 hora. Finalmente se retiró el paraformaldehido y se lavaron los cubreobjetos en agitación 

suave con PBS 1X pH 7.4 para eliminar los remanentes de paraformaldehido. Una vez 

lavados se procedió a los ensayos de microscopía. 

Para los espermatozoides capacitados se tomaron 100 μL de espermatozoides obtenidos por 

swim-up y se diluyeron en otros 100 μL de medio TYH modificado capacitante obteniendo 

un volumen final de 200 μL. A partir de este punto los espermatozoides fueron marcados 

con el mismo protocolo que se utilizó para los espermatozoides capacitados, con la 

excepción de que en vez de utilizar medio no capacitante se utilizó el medio capacitante. 
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6.2.4 Protocolo de iluminación en microscopio Confocal de disco giratorio 3I 

Marianas Yokogawa 

Para el muestreo se utilizó el microscopio confocal de disco giratorio 3I Marianas 

Yokogawa. Se usó un objetivo 100X O/1.4 y una cámara EMCCD Andor Ixon de 512x512 

pixeles.  

Se utilizaron dos protocolos de iluminación. El primer protocolo consistió en la iluminación 

de la muestra con la línea de láser 488 nm con una potencia de 50 mW. La potencia de 

iluminación de la muestra se midió con un potenciómetro de la compañía THORLABS 

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

del potenciómetro sobre el objetivo del microscopio para registrar la potencia del láser que 

incide directamente sobre la muestra.  

El segundo protocolo consistió en la iluminación simultánea con las líneas de láser 405 nm 

y 488 nm. El láser 488 nm se usó con una potencia de 50 mW y el láser 405 nm con una 

potencia del 10 mW.  

Además, se caracterizó el comportamiento de la fluorescencia de Dronpa en diferentes 

medios de muestreo que disminuyen el oxígeno disuelto en el medio y de esta manera 

disminuir el fotoblanqueo de Dronpa por oxidación. Esto se realizó para determinar con 

cuál medio de muestreo se obtiene una menor tasa de fotoblanqueo que nos permitiera 

extender el tiempo en el cual se puede hacer la adquisición de imágenes. Se utilizaron los 

medios de muestreo GLOX, POX, Rutina, MEA-MB y PPD (para-fenilen-diamina) cuyo 

mecanismo de acción se describe en la sección Apéndice A.3 del Capítulo 11. 

Para los primeros 4 medios de muestreo se utilizó iluminación estroboscópica con un 

tiempo de exposición de 100 milisegundos y un tiempo de adquisición de 120 

milisegundos.  

Para el muestreo con los buffers PPD (para-fenilen-diamina) y Rutina se utilizó iluminación 

continua con un tiempo de exposición de 50 milisegundos y un tiempo de adquisición de 70 

milisegundos. En la sección de Resultados y Discusión de resultados se describe con mayor 

detalle por qué razón se utilizaron diferentes modalidades de iluminación. 
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6.2.5 Medición de la constante de tiempo de decaimiento de la fluorescencia de 

Dronpa 

A partir de las series de tiempo obtenidas de la sección anterior (6.13) se seleccionó la 

región de interés como se muestra en la Figura 11 B (línea 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 ajustó la Ecuación 1 (Lakowicz, 2013) como se muestra en la 

Figura 11 C. 

y = a*exp(-bx) + c   (Ecuación 1) 

A partir de la Ecuación 1 se calculó la constante de tiempo de decaimiento de la 

fluorescencia Kt (Ecuación 2; Lakowicz, 2013). 

Kt = 1 / b   (Ecuación 2) 

El cálculo de cada Kt para cada medio de muestreo se realizó en 50 células 

correspondientes a 5 ratones diferentes. 

 
Figura 11. Cálculo de la constante de tiempo de decaimiento de la fluorescencia. A, micrografía de campo 
claro de un espermatozoide de ratón; B, espermatozoide marcado con Dronpa-D4 visto por microscopía 
confocal y selección de región de interés para análisis, línea punteada amarilla; C, gráfica del comportamiento 
de la fluorescencia de la región de interés de B a través del tiempo y ajuste de ecuación monoexponencial para 
cálculo de Kt = 1 / b (Lakowicz, 2013). 

 

6.2.6 Reconstrucción de imágenes de súper-resolución 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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Figura 12. Interfaz gráfica del algoritmo de SRRF. A, interfaz principal del software. B, interfaz de ajustes 
avanzados. Los parámetros seleccionados que se observan en esta imagen son los utilizados para la 
reconstrucción de las imágenes de súper-resolución. 

Para la reconstrucción de las imágenes de súper-resolución con el algoritmo de SRRF se 
utilizaron secuencias de 300 imágenes adquiridas mediante microscopía confocal (sección 
6.13).  
Los parámetros ingresados al algoritmo son los que se muestran en la Figura 12. También 
se utilizó el corrector de movimiento que se incluye en el software y se usaron los 
parámetros que aparecen en la Figura 13, que corresponde a la interfaz del algoritmo de 
corrección de movimiento: 
 

 
Figura 13. Interfaz gráfica del algoritmo de Corrección del movimiento. 
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6.3 ANÁLISIS DE IMÁGENES DE SÚPER RESOLUCIÓN Y 
CARACTERIZACIÓN DE DOMINIOS ENRIQUECIDOS EN COLESTEROL 
 
6.3.1 Segmentación de imágenes y análisis de las dimensiones de los nano-dominios 

Las dimensiones de los dominios de colesterol observados en las imágenes SRRF se 

calcularon mediante un método de segmentación basado en el algoritmo de “Hk-

means”(Análisis del Histograma por K-means) implementado en el software de análisis de 

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

Dicho algoritmo realiza una umbralización de N clases (número de objetos detectados) 

basándose en una clasificación por K-means del histograma de la imagen, extrayendo 

posteriormente la información de los objetos detectados de manera ascendente utilizando el 

área mínima y máxima definida por el usuario.  

En nuestro caso se decidió utilizar un área mínima de 35 pixeles y un área máxima de 350 

pixeles, equivalente a 560 nm2y 5.6 um2respectivamente, 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 segmentación de las imágenes SRRF con el método de Hk means se obtuvo la 

imagen umbralizada (Figura 14), al igual que el valor del área de cada dominio de 

colesterol y las coordenadas XY de su centro. Esto se realizó para todas las imágenes 

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

 

 
Figura 14. Segmentación de imagen por medio de Hk means y obtención de las características 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 difracción obtenida mediante 
microscopía confocal de disco giratorio; La barra de escala mide 4 µm. Centro, imagen de súper-resolución 
obtenida on el angoritmo de SRRF; la escala de la imagen es la misma que en la del panel izquierdo. Derecho, 
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segmentación de a imagen SRRF a partir de la cual se obtuvo las características de los objetos (Clusters) 
detectados. 

 

6.3.2 Ajuste de elipse y análisis de la distribución de los nano-dominios en la cabeza 

del espermatozoide 
El análisis cuantitativo de la distribución de los nano-dominios de colesterol en la cabeza 

del espermatozoide se realizó mediante el ajuste de una elipse a la imagen de la cabeza 

(Figura 15) y el  cálculo de la distancia entre cada nano-dominio detectado y el centro de la 

elipse ajustada.  

 
Figura 15. Esquema del ajuste de elipse a la imagen de una cabeza de espermatozoide de ratón para el 
análisis de la distribución espacial de los dominios de colesterol. El centro de la elipse se encuentra 
señalado 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 función “Fit_ellipse” (Ohad Gal, 

2020) implementada en MATLAB sobre las imágenes obtenidas por la segmentación con el 

algoritmo de “Hk-means”. Dado que las cabezas de los espermatozoides tienen 

prácticamente las mismas dimensiones, el centro de la elipse ajustada a cada imagen se 

localizó en la misma región de la cabeza (Figura 16 panel izquierdo). 
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Figura 16. Ajuste de elipse a las imágenes segmentadas por Hk-means y cálculo de la distancia de cada 
dominio de colesterol respecto al centro de la elipse. Esta imagen corresponde a la visualización de la 
transformación a coordenadas XY de la imagen obtenida por segmentación 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 línea 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 calculó la distancia que hay 

entre cada dominio Q de colesterol  al centro de la elipse P (Figura 13, panel derecho) 

mediante la ecuación 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 (Qx, Qy) corresponde a las coordenadas del centro de la elipse.  

La significancia estadística de la diferencia en la distribución de las distancias observadas 

entre dos condiciones diferentes (Capacitados vs No Capacitados) se calculó 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 distribución, 

comparando su distribución 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 distribución normal (de forma gaussiana). 

A grandes rasgos, esta prueba compara las gráficas de distribución de frecuencia acumulada 

midiendo la distancia promedio que hay entre las gráfica de ambas muestras, de tal manera 

que si la distancia es cero o casi cero (con una significancia estadística menor a 0,05) se 
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concluye que ambas muestras provienen de la misma distribución. En caso contrario, si la 

distancia es distinta a cero (con una significancia estadística menor a 0,05) se concluye que 

ambas muestras provienen distribuciones distintas. 
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CAPÍTULO 7 

RESULTADOS 

 

 

7.1 OBTENCIÓN DE LA SONDA DE COLESTEROL DRONPA-D4 

7.1.1 Amplificación del plásmido pET28-Dronpa-D4 en E. coli DH5a 

El plásmido pET28-Dronpa-D4 almacenado en el papel filtro (obtenido directamente de los 

creadores de esta sonda; Mizuno et al.,2011) se eluyó en buffer TE 1X y posteriormente se 

usó en la transformación de bacterias E. coli DH5α para su amplificación con el objetivo de 

aumentar la cantidad de plásmidos en almacén para su uso en posterior. La cantidad de 

plásmido recuperado fue de 39 μg/μl. 

Para corroborar la identidad de los plásmidos recuperados se realizó primero un ensayo de 

restricción con doble digestión y electroforesis en gel de agarosa. Para el ensayo de 

restricción se utilizaron las enzimas de restricción BglII y XhoI. Según la información del 

mapa de restricción del plásmido (Revisar Apéndice A.1) se deben de obtener las 

siguientes bandas con el ensayo de doble digestión:   

Tamaño total de pET28-Dronpa-D4 = 6307 pb  
Bandas obtenidas con ensayo de doble restricción = 5126 pb y 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 

plásmido con la doble digestión (2, 4, 6 y 8) y al plásmido no linearizado (1, 3, 5 y 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 podría deberse al súper enrollamiento del plásmido. El pozo 2, 4, 6 y 8 corresponde a pET28-Dronpa-D4 
digerido con BglII y XhoI; se observan las dos bandas predichas por el mapa de restricción. 

 

Posteriormente se corroboró la identidad del plásmido mediante la secuenciación de la 

región con la secuencia de Dronpa-D4. Se obtuvo una secuencia de 1148 pb (Apéndice 

A.1.2). El alineamiento de esta secuencia (Resultado de secuenciación 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 alineación en la 

secuencia correspondiente al dominio 4 (D4) de la toxina perfringolisina-O los ensayos 

mostrados en las siguientes secciones demostraron que mantuvo su función en cuanto a su 

especificidad por colesterol. Por lo cual podemos concluir que contamos con plásmidos que 

contienen codificada una versión funcional de Dronpa-D4. 



 

Figura 18. Alineamiento de la secuencia de Dronpa
(Resultado de secuenciación) contra la reportada por Mizuno et al. (
sombreada en color verde señala la secuencia correspondiente a Dronpa y la sombreada en color rojo señala a 
la secuencia del dominio 4 (D4) de la toxina perfringolisi
esta figura está determinada por la longitud de la secuencia obtenida por secuenciación (Resultado de 
secuenciación). Las letras entre ambas secuencias unidas por una línea (
emparejados idénticamente, los nucleótidos unidos unidos por un punto (
emparejaron y los espacios corresponden a los huecos detectados.

 

7.1.2 Expresión y purificación de Dronpa

La expresión de Dronpa-D4 

menciona en materiales métodos.

El peso molecular de Dronpa

sonicación y su centrifugación para la separación 

observar la presencia de Dronpa

a partir del cual se purificó. Además

en la porción del pellet (Figura 

que corresponde a la fracción de Dronpa

inclusión en la bacteria o a la pared celular

La recuperación de Dronpa-D4 

(Figura 19 flechas rojas).  

 
 

Alineamiento de la secuencia de Dronpa-D4 obtenida a partir del plásmido purificado 
) contra la reportada por Mizuno et al. (Secuencia original

sombreada en color verde señala la secuencia correspondiente a Dronpa y la sombreada en color rojo señala a 
la secuencia del dominio 4 (D4) de la toxina perfringolisina-O. La longitud de la secuencia que se muestra en 

está determinada por la longitud de la secuencia obtenida por secuenciación (Resultado de 
Las letras entre ambas secuencias unidas por una línea (|) corresponden a los 

emparejados idénticamente, los nucleótidos unidos unidos por un punto (·) corresponden a los que no se 
emparejaron y los espacios corresponden a los huecos detectados. 

 

Expresión y purificación de Dronpa-D4 en E. coli cepa BL21 

D4 se indujo en bacterias E. Coli BL21 y se purificó

en materiales métodos. 

El peso molecular de Dronpa-D4 es de 38.32 kD. Posterior a la lísis de las bacterias por 

sonicación y su centrifugación para la separación del contenido citoplásmico 

de Dronpa-D4 el sobrenadante (Figura 19 carril “lisado” flecha azul)

Además, se observó una cantidad considerable de Dronpa

Figura 19 carril “Pellet” flecha amarilla) el cual fue descartado

que corresponde a la fracción de Dronpa-D4 que pudo haber sido exportada

inclusión en la bacteria o a la pared celular. 

D4 se obtuvo con lavados de imidazol de 250, 300 y 500 mM
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D4 obtenida a partir del plásmido purificado 

Secuencia original). La sección 
sombreada en color verde señala la secuencia correspondiente a Dronpa y la sombreada en color rojo señala a 

que se muestra en 
está determinada por la longitud de la secuencia obtenida por secuenciación (Resultado de 

) corresponden a los nucleótidos 
corresponden a los que no se 

BL21 y se purificó como se 

osterior a la lísis de las bacterias por 

el contenido citoplásmico se pudo 

carril “lisado” flecha azul) 

, se observó una cantidad considerable de Dronpa-D4 

el cual fue descartado ya 

pudo haber sido exportada a cuerpos de 

de 250, 300 y 500 mM 
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Figura 19. Electroforesis en gel de fracciones recuperadas durante la purificación de la sonda Dronpa-
D4. El carril MW corresponde al carril del marcador del peso molecular, se señalan dos bandas que 
corresponden a las referencias de 40 y 50 kD. El carril lisado corresponde a la fracción de proteínas 
encontradas en el sobrenadante obtenido después de la centrifugación de las bacterias lisadas y el carril pellet 
corresponde a la fracción de proteínas encontradas en el precipitado. El carril efluente corresponde a la 
porción del sobrenadante recuperado después de ser pasado a través de la columna de níquel. 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 níquel; se aprecia que la presencia de proteínas es 
casi nula, lo que podría indicar que la mayoría de las proteínas que no son Dronpa-D4 no se asociaron a la 
columna y fueron descartadas en la fracción efluente. En los carriles 150 mM y 200 mM se aprecia lo mismo 
que en el carril lavado, lo que podría indicar que la porción de Dronpa-D4 necesita una mayor concentración 
de imidazol para disociarse de la columna de níquel. 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 

diálisis por centrifugación con tubos Vivaspin de 20 kD y fueron concentrados hasta 

obtener un volumen final de 2 ml. La cuantificación de la concentración obtenida se realizó 

por la técnica de Bradford obteniendo una concentración final de 920 μg/ml. 

Finalmente se realizó una electroforesis en gel de la muestra concentrada (Figura 20) 

utilizando 3.8 μg de Dronpa-D4. Aunque se observan remanentes de otras proteínas 

presentes en la purificación,  la proporción de Drona-D4 es mayor (Figura 20 carril “D4” 

flecha roja). Una vez obtenida la sonda Dronpa-D4 se procedió a realizar ensayos en 

espermatozoides de ratón. 
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Figura 20. Electroforesis en gel de acrilamida al 10% de la purificación de Dronpa-D4. LA electroforesis 
se realizó en condiciones desnaturalizantes. El peso molecular de Dronpa-D4 es de 38 kD, la banda 
correspondiente a la sonda está señalada con una flecha roja sobre el carril D4. 
 

 

7.2 EL MARCAJE DE DRONPA-D4 EN LOS ESPERMATOZOIDES DE RATÓN 

ES ESPECÍFICO DE COLESTEROL Y SU PATRÓN DE DISTRIBUCIÓN ES 

SIMILAR AL REPORTADO EN ESTUDIOS PREVIOS 

 

7.2.1 Comparación del patrón de distribución de colesterol marcado con Dronpa-D4 

en espermatozoides no capacitados de ratón con el patrón de distribución reportado 

en estudios previos 

La adquisición de imágenes se realizó mediante microscopía confocal de disco giratorio en 

el microscopio Marianas 3I Yokogawa del Laboratorio Nacional de Microscopía Avanzada 

(lnma.unam.mx/wp/equipo.php) con los protocolos de adquisición mencionados en 

materiales y métodos. 



45 
 

Los primeros ensayos se hicieron en espermatozoides de ratón No Capacitados (incubados 

en medio TYH no capacitante). En este análisis el criterio utilizado para clasificar el patrón 

de distribución de colesterol se basó en la región o regiones de la cabeza en las que se 

observó la mayor presencia de señal de fluorescencia asociada a colesterol; estas regiones 

se describen en la figura 21 panel A. El patrón de distribución de colesterol marcado con 

Dronpa-D4 (Figura 21 C) es similar al de espermatozoides de ratón no capacitados 

reportados en estudios previos en los cuales se utilizó un marcador de colesterol distinto a 

Dronpa-D4 (Figura 21 B). En dicho patrón la distribución se observa en la región del 

segmento ecuatorial y de la membrana acrosomal (SE y MA en la Figura 21 A). Con base 

en estas observaciones se tomó el patrón de tinción observado en las Figura 21 C como 

referencia para espermatozoides “No Capacitados” para su selección en los análisis 

siguientes. 

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

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

espermatozoide de ratón 

Se realizó un control para descartar que la fluorescencia observada fuera producto de la 

auto-fluorescencia intrínseca de las células o a un efecto del tratamiento de las células como 

la fijación 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 incubación. En la Figura 22 

se muestra una micrografía de campo claro (Figura 22 Izquierda) de un espermatozoide de 

ratón y una imagen de microscopía confocal con el protocolo de iluminación 2 (488 nm + 
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405 nm, Figura 22 Derecha). Se observó en todos los casos la ausencia total de 

fluorescencia en la cabeza del espermatozoide y una escasa señal de auto-fluorescencia en 

la pieza media del flagelo, que posiblemente se debe a la generación de autofluorescencia 

por las mitocondrias como resultado de su iluminación con luz de 405nm (revisado en 

Monici, 2005). Con esto se puede concluir que la señal observada en los espermatozoides 

marcados con Dronpa-D4 (mostrados en la Figura 21 C y 22) es, en efecto, fluorescencia 

emitida por Dronpa-D4. 

 
Figura 22. Control de autofluorescencia del espermatozoide de ratón. Izquierda, micrografía de campo 
claro espermatozoides de ratón.  Derecha, micrografía de microscopía confocal de la misma región que en A 
con el protocolo de iluminación 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 incubación con ꞵ-

Ciclodextrina (Cloudy et al., 1991). Las Ciclodextrinas son moléculas compuestas por 

oligosacáridos cíclicos que tienen una estructura molecular en forma de toroide (Figura 

23). En esta molécula la región interna del toroide es hidrofóbica en comparación con la 

región externa en donde los grupos -OH de los monosacáridos la hacen una región 

hidrofílica. Debido a su hidrofobicidad, el centro del toroide es capaz de albergar moléculas 

hidrofóbicas. El efecto de la ciclodextrina sobre la membrana plasmática es la extracción de 

lípidos, mayormente de colesterol (Cloudy et al., 1991). En estudios sobre espermatozoides 

se ha utilizado la ciclodextrina como análogo a la albúmina para inducir la extracción 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 geometría molecular de ꞵ-Ciclodextrina. A, estructura molecular de ꞵ-
ciclodextrina compuesta por 7 monosacáridos enlazados de forma cíclica. B, geometría molecular de 
ciclodextrina en forma de toroide en donde la cavidad del toroide corresponde a la región hidrofóbica en 
donde se acomodan otras moléculas hidrofóbicas, en este caso el colesterol C.  

 

En este experimento la mitad de los espermatozoides obtenidos de un ratón fueron 

separados en tubos eppendorf diferentes para su incubación en medio TYH modificado no 

capacitante con ciclodextrina a una concentración de 3 mM durante 1 hora. Posteriormente 

se procedió al marcaje con la sonda Dronpa-D4 como se menciona en la sección de 

materiales y métodos.  Se observó que en los espermatozoides tratados con ciclodextrina el 

marcaje de Drona-D4 disminuyó drásticamente en comparación 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 más altos que en B, por  que 

pareciera no haber señal en B. Sin embargo, aunque la señal 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 imágenes. 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 β-Ciclodextrina extrajo una gran porción del colesterol de la 

membrana, lo cual se ha observado en estudios previos en los que se utilizó la misma 

concentración de β-Ciclodextrina (3 mM) y un tiempo de incubación similar (1 – 1.5 horas; 

Visconti et al., 1999). Con estos resultados se concluye que Drona-D4 se une al colesterol 

de manera específica en la membrana de los espermatozoides. 

 



48 
 

 

Figura 24. Espermatozoides tratados con ꞵ-Ciclodextrina marcados con Dronpa-D4. La imagen A 
corresponde a un espermatozoide No Capacitado con un patrón de tinción 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 
comparación con los espermatozoides no tratados (panel A). Barra de escala = 5 μm. Para este  control se 
utilizaron 30 espermatozoides de 4 ratones distintos. 
 

 
Figura 25. Señal de fluorescencia de Dronpa-D4 detectada en espermatozoides no capacitados y en 
espermatozoides tratados con β-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. 

 

 

 

 

BA
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7.3 CARACTERIZACIÓN DEL COMPORTAMIENTO DE LA 

FLUORESCENCIA DE DRONPA-D4  EN DIFERENTES MEDIOS DE MUESTREO 

Dronpa es una proteína 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 excitación con luz de 405 nm. El efecto de la luz 

de 405 nm sobre Dronpa se le denomina foto-activación (revisar sección A.2 del capítulo 

11). Estas características permiten modular la transición entre los estados activados-oscuros 

de Dronpa mediante protocolos de iluminación utilizando las longitudes de onda 488 nm y 

405 nm. 

Con base en lo mencionado anteriormente se utilizaron dos protocolos de iluminación 

(Tabla 1) para determinar el comportamiento de la fluorescencia de Dronpa-D4 marcando 

colesterol en la membrana plasmática de espermatozoides de ratón.  

 

Nombre del Protocolo Longitudes de onda y potencia de iluminación 

Protocolo 1 488 nm (50 mW) 

Protocolo 2 488 nm (50 mW) + 405 nm (10 mW) 

Tabla 1. Protocolos de iluminación en espermatozoides marcados con Dronpa-D4. Los valores de las 
potencias de iluminación se midieron con ayuda de un potenciometro como se menciona en la sección 6.2.4 
del capítulo 6. 
 

En el protocolo 1 se induce la emisión de fluorescencia y el foto-apagamiento de Dronpa. 

En el protocolo 2 se induce la emisión de fluorescencia, su foto-apagamiento y la foto-

activación. 

Se comparó el efecto de los protocolos de iluminación sobre la emisión 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 

realizó en espermatozoides fijados y se utilizó PBS 1X como medio de muestreo (Figura 

26). 
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Figura 26. Patrón de tinción de espermatozoides de ratón marcados con Dronpa-D4. El protocolo 1 
corresponde al muestreo hecho solo con luz 488 nm. El protocolo 2 corresponde al muestreo hecho de 
iluminación simultánea con luz de 405 nm y con 488 nm. N = 3 ratones y 20 réplicas totales.  
 

Como se observa en la Gráfica 1 la intensidad de la fluorescencia decae exponencialmente 

a través del tiempo. A partir de estos datos se calculó la constante de tiempo de decaimiento 

de la fluorescencia mediante el ajuste de un modelo de ecuación mono-exponencial. El 

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

 
Gráfica 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 
iluminación 

Tiempo medio de 
decaimiento de la 

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 (Kt) 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 sección 6.2.14 de la metodología. 
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Como se puede observar el decaimiento de la fluorescencia es aproximadamente 15 veces 

más rápida cuando se utiliza el protocolo 1 que cuando se utiliza el protocolo 2 con un Kt 

de 0.7 y 11.8 segundos respectivamente (Tabla 2). 

El valor del Kt en el caso del protocolo 1 corresponde a la constante de tiempo de foto-

apagamiento de la fluorescencia de Dronpa-D4 (Gráfica 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 iluminación con luz de 488 nm. En cambio, debido a que en 

el protocolo 2 se induce la foto-activación constante de Dronpa, la contribución al 

decaimiento de la fluorescencia se debe principalmente a la destrucción del fluoróforo por 

oxidación 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 exposición de la cámara para cada imagen fue de 120 

milisegundos, la cantidad de imágenes 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 súper-resolución de detección de molécula individual es 

necesario aumentar el número de imágenes obtenidas ya que estos métodos ocupan entre 

cientos a miles de imágenes para lograr reconstruir una imagen de súper-resolución. 

Una forma de aumentar el número de imágenes es aumentando la tasa de adquisición de 

imágenes (imágenes por segundo). Sin embargo, esto puede afectar la relación S/R y en 

consecuencia la calidad de la reconstrucción en términos de la resolución final obtenida y 

de la capacidad de evitar añadir o quitar estructuras (artefactos) a la imagen final, como se 

menciona en la sección A.6 RELACION SEÑAL-RUIDO DE UNA IMAGEN 

(Thompson, Larson & Webb, 2002; Endesfelder & Heilemann, 2014).  

Otra forma de aumentar el número de imágenes es incrementando el Kt de fotoblanqueo 

mediante el uso de medios de muestreo con componentes que disminuyan la concentración 

de O2 disuelto en el medio o la neutralización de la especies reactivas de oxígeno  para 

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

fotoblanqueo por oxidación del fluoróforo: 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; 

Schäfer, 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 Kt de fotoblanqueo de Dronpa-D4 se utilizaron 4 medios de 

muestreo: GOC, POC, Rutina y MEA-MB. La composición de cada medio y su mecanismo 

de acción se explica en la sección A.3 del capítulo 11. 

Para caracterizar el efecto de los distintos medios de muestreo sobre Dronpa-D4 se 

comparó el Kt 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 disminución de la concentración de oxígeno. 
En todos los casos el decaimiento de la fluorescencia ocurrió de forma mono-exponencial 

(Gráfica 2). Sin embargo, se observaron diferencias significativas en los valores del Kt de 

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

 
Gráfica 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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Gráfica 3. Constante de tiempo (Kt) del fotoblanqueo de Dronpa-D4 en diferentes medios de muestreo. 
Cada gráfica de caja representa la distribución de los valores del Kt calculados para 20 espermatozoides 
pertenecientes a 3 ratones distintos para cada medio  

 

 

Medio de muestreo 
Constante de tiempo Kt de 

fotoblanqueo de Dronpa-D4 
(promedio ± DS, n=3) 

Significancia estadística de la 
diferencia de Kt respecto al Kt 

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 (Kt) de fotoblanqueo de Dronpa-D4 con los distintos medios 
de muestreo. El valor de Kt para cada medio de muestreo se calculó a partir de 20 series de tiempo como las 
que se muestran en la Gráfica 2. El valor de p se calculó mediante una prueba t de student no pareada 
 
El medio de muestreo en el que se observó un mayor valor de Kt en comparación con PBS 

fue el medio POC (15 segundos). También con los medios GOC y MEA-MB se observó un 

aumento del Kt (13.5 segundos para ambos), aunque fue menor que el del medio POC. El 

Kt 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 observó que Rutina provocó un aumento en la intensidad de la 

fluorescencia en comparación con PBS (Gráfica 4, p-value = 0.001) lo cual también se 

puede apreciar en la Gráfica 2, en donde con los mismos parámetros de iluminación la 
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intensidad inicial de la fluorescencia en presencia del medio con Rutina es mayor que en 

presencia de los demás medios de muestro. 

 

 
Gráfica 4. Comparación de la intensidad de la fluorescencia basal inicial de Dronpa-D4 en medio de 
muestreo PBS y Rutina. En la gráfica se representa los valores la intensidad basal inicial de la fluorescencia 
de 20 espermatozoides pertenecientes a 3 ratones distintos. La significancia estadística 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 elección de Dronpa se hizo tomando en cuenta que sus propiedades fotofísicas permiten 

su implementación en métodos de súper-resolución de detección de molécula individual, 

particularmente el método PALM.  
Este método se basa en la detección de moléculas fluorescentes individuales por medio de 

la estimulación de la emisión discontinua de la fluorescencia (mejor conocida como 

parpadeo), de tal forma que en cada imagen se captura un conjunto pequeño de fluoróforos 

individuales fluorescentes los cuales se encuentran a una distancia mayor que el límite de 

resolución (distancia mayor a 200 nm). A su vez, esto permite determinar la localización 

subpixélica para cada uno de los fluoróforos detectados en cada imagen que al final son 

sumadas para generar la imagen de súper resolución (sección A.5, capítulo 11).  
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En el caso de Dronpa la estimulación del parpadeo se hace mediante protocolos de 

iluminación secuencial con luz de 488 nm y 405 nm. Aunque el protocolo de iluminación 2 

se diseñó para hacer parpadear a Dronpa solo se logró observar el decaimiento de la 

fluorescencia debido al fotoblanqueo de los fluoróforos (figura 27 A, Gráfica 5 A).  
Como contraejemplo de lo observado en nuestros datos, en la Figura 27 B se muestra una 

adquisición de 500 imágenes de microtúbulos de células COS-7 marcadas con Alexa Fluor 

647 (obtenidas en Ma, Xu & Liu, 2017) utilizadas en estudios de súper-resolución en donde 

se aprecia claramente el parpadeo de los fluoróforos. En esta adquisición, mediante la 

gráfica del cambio de la intensidad a través del tiempo (Figura 27 C), se puede observar la 

señal de un fluoróforo parpadeando (señalado en color amarillo, imágenes 1 – 500) en 

donde hay picos en la intensidad de la fluorescencia precedidos y seguidos por valores 

mínimos (Figura 27 D, resaltado con círculos rojos).  

 

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 imágenes de un espermatozoide marcado con Dronpa-D4. En el cuadro amarillo 
está señalada la región que se usó para graficar los cambios en el tiempo de la intensidad de la fluorescencia 
(C), el cuadro rojo es la ampliación de la región señalada en amarillo. Esta región fue seleccionada por su 
poca densidad de fluoróforos para poder observar eventos de parpadeo. Tamaño de pixel=160nm.  B, serie de 
tiempo de 50 frames de microtúbulos en células COS-7 marcadas con Alexa Fluor 647. Igual que en A, el 
cuadro amarillo señala la región usada para graficar los cambios en el tiempo de la intensidad de la 
fluorescencia de un fluoróforo (D), el cuadro rojo es la ampliación de la región señalada en amarillo.  Tamaño 
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 número de parpadeos de Dronpa. Por lo 
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cual se decidió probar el medio de muestreo PPD para tratar de inducir el parpadeo de 

Dronpa-D4 en los espermatozoides de ratón. Además, se utilizó iluminación 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 sección anterior se utilizó el medio de muestreo Rutina 

en combinación con PPD para determinar sí además de generar el parpadeo de Dronpa se 

podría aumentar la intensidad de la fluorescencia y de esta forma aumentar la relación S/R, 

lo cual mejoraría la precisión del cálculo de las localizaciones de los fluoróforos 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 logró una 

disminución importante del fotoblanqueo, incluso mayor al observado con los medios de 

muestreo caracterizados en la sección anterior. Nuestros resultados muestran un valor de Kt 

de fotoblanqueo de aproximadamente 95 segundos en medio de muestreo PPD en 

combinación con Rutina (pH 6.9). En contraste, cuando se utilizó PPD pH 6.9  se observó 

un Kt de 57 segundos (Gráfica 5, Tabla 4). Similar a lo observado cuando se utilizó PBS 

con pH 7.4, no se observó diferencia entre los Kt de fotoblanqueo (alrededor de 30 

segundos) entre los medios Rutina (pH 6.9) y PBS pH 6.9. El valor de Kt de cada medio de 

muestreo se calculó a partir de 50 series de 50 espermatozoides pertenecientes a 5 ratones 

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

 
Gráfica 5. Constante de tiempo (Kt) del fotoblanqueo de Dronpa-D4 en PBS, Rutina y PPD. El valor de 
Kt de cada medio de muestreo se calculó a partir de 50 series de 50 espermatozoides pertenecientes a 5 
ratones distintos. 
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Medio de muestreo 
Constante (Kt) de tiempo del 

fotoblanqueo (promedio ± DS, N 
= 5) 

Significancia estadística de la 
diferencia del Kt respecto a PBS 

(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 = 1.4443e-28 
Tabla 4. Valores de la constante de tiempo (Kt) del fotoblanqueo de Dronpa-D4 en PBS, Rutina y PPD.  

 
 

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

microscopía de súper-resolución tipo PALM, el análisis 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 microscopía de otras modalidades. 
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7.4 LA DISTRIBUCIÓN DEL COLESTEROL EN LA MEMBRANA DEL 

ESPERMATOZOIDE DEPENDE DE SU ESTADO CAPACITADO O NO 

CAPACITADO 

 

Con base en nuestro objetivo principal, se realizó el marcaje de colesterol con Dronpa-D4 

en espermatozoides incubados en medio capacitante y no capacitante como se explica en la 

sección 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 distribución de colesterol en la 

membrana de la cabeza. La clasificación de los cinco patrones se realizó tomando como 

referencia las tres regiones de la membrana plasmática de la cabeza del espermatozoide 

(Figura 28 panel izquierdo). 

El patrón de distribución de colesterol observado en las regiones del segmento ecuatorial y 

el acrosoma (SE y MA) se le nombró patrón A (Figura 28 A). Al patrón de distribución de 

colesterol localizado solo en la región acrosomal (MA) se le nombró patrón B (Figura 28 

B). La distribución 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 nombró 

patrón C (Figura 28 C). A la distribución de colesterol que se observó sobre las tres 

regiones de la cabeza se le nombró patrón D (Figura 28 D). Por último, el patrón de 

distribución de colesterol observado en las regiones del segmento ecuatorial y acrosomal 

(SE y MA) y en la pieza media del flagelo (señalada con una flecha amarilla en la Figura 

28 E) se le nombró patrón E. 

 

 
Figura 28. Casos representativos de los patrones de distribución de colesterol observados en 
espermatozoides de ratón. 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 distribución de colesterol A-E descritos en 
el texto. La flecha amarilla señala la pieza media del flagelo del espermatozoide. Barra de escala = 4 μm. 
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Del total de espermatozoides analizados en cada condición (Capacitados y No Capacitados) 

se observó que el porcentaje de espermatozoides que presentó cada patrón de distribución 

de colesterol fue diferente (Gráfica 6). El porcentaje de espermatozoides que presentó el 

patrón de distribución A fue mayor en espermatozoides No Capacitados, mientras que el 

porcentaje de espermatozoides que presentó el patrón de distribución E fue mayor en 

espermatozoides Capacitados. La cantidad de espermatozoides que presentaron los patrones 

B, C y D fue ligeramente distinta entre ambas condicione fisiológicas; sin embargo su 

diferencia no es significativa (Tabla 5). El número de espermatozoides  analizados fue de 

200 para la condición No Capacitante y de 100 para la condición Capacitante; se utilizaron 

5 ratones distintos en cada condición. La significancia estadística se obtuvo mediante una 

prueba t de student no pareada (2 muestras independientes). 

 

 
Gráfica 6. Frecuencia de patrones de distribución de colesterol en espermatozoides capacitados (Cap) y 
no capacitados (No Cap). La frecuencia está expresada en el porcentaje (%) de espermatozoides que 
presentan cada uno de los patrones de distribución de colesterol (A, B, C, D y E) de cada condición 
fisiológica (Cap y No Cap).  
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Patrón de 
fluorescencia 

% de 
Espermatozoides 
no capacitados  

% de 
Espermatozoides 

capacitados  

Significancia 
estadística 
(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 patrón de distribución 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 

NANOMÉTRICAS EN LA CABEZA DEL ESPERMATOZOIDE  

 

Para poder visualizar los dominios de colesterol a escala nanométrica se utilizó el algoritmo 

de SRRF para generar las imágenes de súper-resolución de los espermatozoides marcados 

con Dronpa-D4 (explicación del funcionamiento de SRRF en Apéndice A.6). 

En las imágenes de súper-resolución (SRRF) de ambas condiciones fisiológicas se pueden 

observar dominios de colesterol individuales (Figura 29) que no se pueden observar en las 

imágenes limitadas por difracción. A partir de este punto a estos dominios de colesterol 

detectados en las imágenes de SRRF se les llamará nano-dominios de colesterol.  

 

 
Figura 29. Reconstrucción de imágenes de súper resolución con el algoritmo de SRRF de 
espermatozoides capacitados y no capacitados. LD, limitado por difracción. SRRF, súper-resolución. A-E, 
patrones de distribución de colesterol observados en los espermatozoides en ambas condiciones fisiológicas. 
Barra de escala = 4 μm. 
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Con el objetivo de realizar un análisis cuantitativo de las dimensiones de los nano-dominios 

de colesterol observados en las imágenes SRRF se procedió a calcular el área de cada uno 

de ellos mediante el método de segmentación basado en el algoritmo de “Hk-means” como 

se mencionó en la sección 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 

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

 

 
Figura 30. Segmentación de imágenes obtenida mediante el método de “Hk-means”. Izquierda, imágenes 
obtenidas mediante el algoritmo de SRRF. Derecha, segmentación de las imágenes SRRF obtenidas mediante 
Hk-means. Panel superior, espermatozoide no capacitado. Panel inferior, espermatozoide capacitado. El 
patrón de distribución de colesterol en ambos espermatozoides corresponde al patrón A. 
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Dado que solo el porcentaje de espermatozoides que presentaron el patrón de distribución 

de colesterol A y E cambio significativamente antes y después de ser incubados en medio 

capacitante se decidió hacer el análisis solo de las imágenes de espermatozoides que 

mostraron dichos patrones.  

El área de los nano-dominios detectados mediante el algoritmo de segmentación se 

encuentró en un rango de 560 nm2 a 5600 nm2 pixeles. En las gráficas de la Figura 31 (A-

D) se muestran los nano-dominios de colesterol ordenados de menor a mayor con base en 

su área de cuatro casos representativos de espermatozoides no capacitados con un patrón de 

distribución 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 número de nano-

dominios detectados, siendo el 1 el de menor tamaño y el último el de mayor tamaño) para 

poder detectarlo en la gráfica 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, según su distribución en las gráficas.  
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Figura 31. Área de los nano-dominios de colesterol detectados en 4 casos representativos de 
espermatozoides no capacitados con el patrón A de distribución de colesterol. En cada caso los nano-
dominios de colesterol detectados mediante el algoritmo de segmentación de Hk means fueron etiquetados 
con un identificador (ID) numérico iniciando en 1 y terminando en el número 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 numeración de 
cada nano-dominio se basó en su área, siendo el nano-dominio 1 el de menor tamaño y el último el de mayor 
tamaño. 

Se realizó un análisis de agrupamiento utilizando la función “K-means” (https://afit-

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

determinar qué dominios de colesterol pertenecen a cada grupo según su área (Figura 32 

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

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

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

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

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

 

Al identificar la localización de los nano-dominios de cada grupo en la cabeza del 

espermatozoide se observó que se distribuyen de manera heterogénea, es decir que los 

dominios de cierto grupo parecen estar preferentemente en una región 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 región apical de la cabeza. Por este motivo se 

realizó un análisis cuantitativo de la localización de los nano-dominios de colesterol en la 

cabeza del espermatozoide. 
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Figura 33. Visualización de los nano-dominios de colesterol según su grupo en la cabeza del 
espermatozoide de ratón. Caso representativo de un espermatozoide no capacitado con el patrón A de 
distribución de colesterol. En el panel izquierdo se muestra la gráfica de los nano-dominios ordenados de 
menor a mayor según su área en pixeles y la detección en cuatro grupos por el algoritmo de K means. En el 
panel derecho se señala la ubicación de los nano-dominios de colesterol en la cabeza en colores según el 
grupo en el que fueron categorizados. 
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7.6 LA DISTRIBUCIÓN 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 sección anterior se decidió realizar un 

análisis cuantitativo de la localización 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 Sección 6.3.2.  

De esta manera se comparó la posición de los dominios de colesterol (en términos de su 

distancia al centro de la elipse) entre ambas condiciones fisiológicas, No Capacitados y 

Capacitados (Gráfica 7).  

 
Gráfica 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 (según su área en pixeles, 
definidos en la sección 7.6) y por su condición fisiológica (No Capacitados y Capacitados). 
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En los histogramas de la Gráfica 7 se muestran las frecuencias relativas de las distancias de 

los nano-dominios de colesterol al centro de la elipse del patron de tinción A de 

espermatozoides No Capacitados y el patrón de tinción E de espermatozoides Capacitados. 

Se analizaron 115 espermatozoides No Capacitados con el patrón de distribución A y 50 

espermatozoides Capacitados con el patrón de distribución E. 

 Debido a que el porcentaje de espermatozoides que presentaron estos patrones de tinción 

fue diferente en cada condición fisiológica se decidió aplicar la prueba de Kolmogorov-

Smirnov a estas dos poblaciones para determinar si existe una diferencia en la localización 

de los nano-dominios entre espermatozoides Capacitados y No Capacitados. 

A grandes rasgos, esta prueba compara la función de distribución acumulada [Fn(x)] de dos 

distribuciones muestrales (en nuestro caso Capacitados y No Capacitados) para determinar 

si  pertenecen a la misma distribución. Esto se hace evaluando la hipótesis 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 

estadística menor a 0,05 se concluye que ambas muestras pertenecen a distintas 

distribuciones muestrales.  

La Gráfica 8 muestra la función de distribución 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 categoría según su área en pixeles (grupo 1 a 4). 
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Gráfica 8. Gráficas de la función de distribución 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 patrón de tinción E. La curva 
azul representa los valores Fn(x) para espermatozoides No Capacitados con patrón de tinción A.  
 

 

Se aprecia en la Gráfica 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 demostró mediante la aplicación 

de la prueba Kolmogorov-Smirnov (Tabla 6).  

 

Grupo 
(por área en nm2) 

Patrón 
No Capacitados 

Patrón 
Capacitados 

D p-value 

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 análisis de la diferencia en la función de distribución 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 tinción 

de colesterol A y E se decidió comparar la distribución de los nano-dominios de colesterol 

entre espermatozoides Cap y No Cap con el mismo patrón de tinción (NoCap patrón A vs 

Cap patrón A y NoCap patrón E vs Cap patrón 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 distribución de los dominios (p-value > 0.05) excepto 

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

 

Grupo 
(por área en nm2) 

Patrón 
No Capacitados 

Patrón 
Capacitados 

D p-value 

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. Análisis de Kolmogorov-Smirnov para determinar la diferencia en la función de distribución 
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 patrón de tinción de colesterol A.. 

 

Grupo 
(por área en nm2) 

Patrón 
No Capacitados 

Patrón 
Capacitados 

D p-value 

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. Análisis de Kolmogorov-Smirnov para determinar la diferencia en la función de distribución 
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 patrón de tinción de colesterol E.. 
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CAPÍTULO 8 

DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

 

La capacitación es el proceso mediante el cual el espermatozoide adquiere la capacidad de 

poder fecundar un óvulo. Un evento clave durante la capacitación del espermatozoide de 

mamíferos es el eflujo de colesterol fuera de la membrana celular (Flesch et al., 2001). La 

evidencia sugiere que el colesterol se organiza en dominios lipídicos (balsas lipídicas) cuya 

organización y distribución cambian debido su eflujo durante la capacitación (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 organización de los dominios enriquecidos en colesterol 

durante la capacitación del espermatozoide de ratón. Para lograr esto se propuso el uso de 

microscopía de súper-resolución utilizando el marcador de colesterol Dronpa-D4. 

La primera fase del proyecto consistió en la expresión y purificación 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 más rápido cuando la muestra se ilumina solamente con luz de 488 nm 

y es más lento cuando se ilumina simultáneamente 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 fotofísicas de Dronpa permiten manipular la emisión de su fluorescencia, 

generando protocolos de iluminación en los cuales se induzca la emisión discontinua, mejor 

conocido como parpadeo, para poder llevar a cabo técnicas de microscopía de súper-

resolución, especialmente de fotoactivación 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 óptimas para generar el parpadeo de Dronpa (Figura 27). Esto se debió 

probablemente a la asociación de una alta concentración de fluoróforos a la cabeza del 

espermatozoide dada por su alta concentración de colesterol (Parks and Lynch, 1992), lo 

cual impidió la separación espaciotemporal de eventos de emisión de moléculas 
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individuales (Thompson, Larson & Webb, 2002; Baumgart et al., 2016; Xinlei & Naifeng, 

2016).  

Otra razón 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 

iluminación para poder establecer las condiciones de parpadeo (Zhang et al., 2016), sin 

embargo debido a la técnica de microscopía que se utilizó (microscopía 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 configuración de iluminación del microscopio, 

en la cual el laser se divide en múltiples volúmenes confocales (hasta 1200 volumenes 

confocales) que escanean simultáneamente la muestra, provocando la disminución de la 

potencia con la que se ilumina dicha muestra.  
No obstante, durante el intento de establecer un protocolo de muestreo apto para 

microscopía de súper-resolución PALM, se probaron 4 medios de muestreo (Rutina, GOC, 

POC, MEA-MB y PPD) que se sabe reducen la concentración de oxígeno en el medio 

disminuyendo de esta forma el fotoblanqueamiento del fluoróforo por oxidación (Rego et 

al., 2011; Swoboda et al., 2012; Bogdanov, Kudryavtseva & Lukyanov, 2012; Schäfer, 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 comparación con un medio 

de muestreo que no reduce la concentración de oxígeno (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 comparación con los 

demás medios y, además el uso de PPD aumento aproximadamente un orden de magnitud 

el tiempo medio de fotoblanqueo, lo cual se traduce en una reducción notable del tiempo de 

fotoblanqueo de Dronpa. Aunque se ha demostrado que Rutina tiene un efecto antioxidante 

cuando se utiliza con la proteína verde fluorescente (GFP), en nuestro caso no se observó 

dicho efecto con Dronpa. Sin embargo, su efecto en el aumento de la intensidad de la 

fluorescencia de Dronpa podría estar reemplazando el efecto antioxidante de Rutina por 

algún otro evento molecular, por ejemplo interfiriendo positivamente en la interacción del 

cromóforo de Dronpa con los aminoácidos del barril ꞵ que lo mantienen en el estado activo 

(cis), generando más fotones por ciclo de adquisición de la imagen lo cual se ve reflejado 
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en un aumento en la intensidad de la señal. 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 microscopía óptica de súper-resolución. 

La segunda fase del proyecto consistió en observar los cambios en la distribución del 

colesterol que ocurren en los espermatozoides durante su capacitación. Las observaciones 

se realizaron a nivel micrométrico, utilizando microscopía limitada por difracción, y a nivel 

nanométrico mediante microscopía de súper-resolución utilizando el método de SRRF 

(sección 6.15).  

En las primeras observaciones realizadas sobre espermatozoides No Capacitados se 

observaron 5 patrones generales de la distribución de colesterol (Figura 28) que de igual 

manera se encontraron en espermatozoides Capacitados, pero con una frecuencia distinta 

con la que apareció cada patrón (Gráfica 7). Entre los 5 patrones observados solo el patrón 

A y el E tuvieron una diferencia significativa entre Capacitados y No Capacitados (Tabla 

5). Como se puede observar en la Gráfica 7 el patrón de distribución más frecuente en 

espermatozoides No Capacitados fue el patrón 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 patrón E el de mayor frecuencia.  

Si asumimos que el patrón de distribución de colesterol A corresponde a una distribución 

que es característica de espermatozoides No Capacitados podemos concluir que el patrón de 

distribución de colesterol E que aumenta en espermatozoides incubados en medio 

capacitante es una consecuencia de la capacitación del espermatozoide.  

No obstante se observan espermatozoides con el patrón de distribución de colesterol E en 

los espermatozoides incubados en medio no capacitante y también observamos la presencia 

de espermatozoides con el patrón de distribución 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 

maduración de los espermatozoides durante su tránsito por el epidídimo o a factores 

ambientales como cambios en la temperatura durante el manejo in vitro de las muestras 

pueden incluso generar la reacción acrosomal de manera espontánea (Eisenbach, Cerezales 

& Boryshpolets, 2015). Esto explicaría la presencia de espermatozoides con un patrón de 
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distribución E en las muestras que fueron incubadas en medio No Capacitante, y de igual 

manera explicaría la presencia de espermatozoides con el patrón de distribución A en la 

muestra incubada en medio capacitante. 

Se realizaron dos controles para demostrar que el patrón de marcaje de Dronpa está 

asociado al patrón de distribución de colesterol en la membrana del espermatozoide.  

El primer control se realizó iluminando muestras de espermatozoides sin marcar con 

Dronpa para demostrar que la fluorescencia observada se debía a la emisión 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 emisión de Dronpa-D4.  

El segundo control se realizó para demostrar la especificidad del marcaje de Dronpa-D4 por 

el colesterol. Este control se realizó incubando los espermatozoides en medio con β-

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 

disminución drástica de la fluorescencia en la membrana del espermatozoide, con lo cual 

podemos concluir que la asociación de Dronpa al espermatozoide se debe especificamente a 

su interacción con el colesterol de la membrana. 

Por último, las imágenes de súper-resolución obtenidas mediante el algoritmo de SRRF nos 

permitieron observar los dominios de colesterol a escala nanométrica, lo cual es mucho más 

limitado en imágenes obtenidas por microscopía limitada por difracción, como se muestra 

en la Figura 29. A partir de estas imágenes se realizó la caracterización de los dominios de 

colesterol observados y un análisis de su distribución espacial en la cabeza, como se 

menciona en la sección 6.3.2. Los resultados demuestran, si asumimos que el patrón A es 

indicativo de espermatozoides no capacitados, y el patrón E es indicativo de 

espermatozoides capacitados, que durante la capacitación del espermatozoide ocurre una 

redistribución de los dominios de colesterol (Tabla 6). Además, se observó la ausencia de 

diferencia en la distribución de los dominios de colesterol entre ambas condiciones 

fisiológicas con el mismo patrón de distribución (Tablas 7 y 8) lo cual podría reflejar 

fenómenos como defectos en los componentes involucrados la regulación de la 

capacitación y también el fenómeno de la reacción acrosomal espontánea, no obstante es 

necesario realizar más pruebas y controles adicionales para demostrar este punto. 
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CAPÍTULO 9 

CONCLUSIONES 

 

Con base en los resultados obtenidos se concluye lo siguiente: 

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

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

 Después de la capacitación ocurre una redistribución del colesterol hacia las demás 
regiones de la cabeza. 

 El colesterol, en la membrana plasmática del ratón, se organiza en dominios de 
dimensiones nanométricas. 

 Ocurre una redistribución de los dominios nanométricos de colesterol después de la 
capacitación del espermatozoide. 

 

 

CAPÍTULO 10 

PERSPECTIVAS 

 Determinar si los cambios en el patrón de distribución de colesterol observado por 
microscopía de fluorescencia están directamente relacionados con el proceso de 
capacitación mediante el uso de marcadores de la capacitación (como la 
fosforilación de proteínas) que permitan establecer la relación directa entre la 
capacitación y la modificación del patrón de distribución de colesterol. 
 

 Realizar ensayos de microscopía de súper-resolución de detección de molécula 
individual para visualizar con mayor resolución los nano-dominios enriquecidos en 
colesterol para poder analizar con mayor precisión las características de dichos 
nano-dominios. 
 

 Determinar mediante microscopía de súper-resolución de detección de molécula 
individual si los nano-dominios enriquecidos en colesterol forman parte de balsas 
lipídicas utilizando marcadores de balsas lipídicas como esfingomielina, 
gangliosido GM1 o Caveolina-1.  
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CAPÍTULO 11 

APÉNDICE 

 

 

A.1 SONDA DRONPA-D4 
 
La secuencia de la sonda Dronpa-D4 se insertó en un plásmido pET28a el cual es un vector 
de clonación y expresión 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 
A1). El plásmido Dronpa-D4 tienen un tamaño de 6307 pares de bases. 

 
Figura A1. Mapa de restricción del plasmido pET28a-DronpaD4. En color verde se señala la región que 
corresponde a Dronpa. En color rojo se señala la región 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. 
 
tggcgaatgggacgcgccctgtagcggcgcattaagcgcggcgggtgtggtggttacgcgcagcgtgaccgctacacttgccag
cgccctagcgcccgctcctttcgctttcttcccttcctttctcgccacgttcgccggctttccccgtcaagctctaaatcgggggctccc
tttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtgggccatcgccctgat
agacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggt
ctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaa
atattaacgtttacaatttcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatc
cgctcatgaattaattcttagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcatatcaggattatcaataccatatttttgaaa
aagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggcagttccataggatggcaagatcctggtatcggtctgcgattccgactcg
tccaacatcaatacaacctattaatttcccctcgtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatccggtg
agaatggcaaaagtttatgcatttctttccagacttgttcaacaggccagccattacgctcgtcatcaaaatcactcgcatcaaccaaa
ccgttattcattcgtgattgcgcctgagcgagacgaaatacgcgatcgctgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgcaac
cggcgcaggaacactgccagcgcatcaacaatattttcacctgaatcaggatattcttctaatacctggaatgctgttttcccggggat
cgcagtggtgagtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgcttgatggtcggaagaggcataaattccgtcagccagtttag
tctgaccatctcatctgtaacatcattggcaacgctacctttgccatgtttcagaaacaactctggcgcatcgggcttcccatacaatcg
atagattgtcgcacctgattgcccgacattatcgcgagcccatttatacccatataaatcagcatccatgttggaatttaatcgcggcct
agagcaagacgtttcccgttgaatatggctcataacaccccttgtattactgtttatgtaagcagacagttttattgttcatgaccaaaatc
ccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatct
gctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactgg
cttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctaca
tacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttacc
ggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagat
acctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcgg
aacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagc
gtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggccttttgctg
gccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgataccgctcgccgca
gccgaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcctgatgcggtattttctccttacgcatctgtgcg
gtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagtatacactccgctatcgctacgt
gactgggtcatggctgcgccccgacacccgccaacacccgctgacgcgccctgacgggcttgtctgctcccggcatccgcttaca
gacaagctgtgaccgtctccgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgaggcagctgcggtaaag
ctcatcagcgtggtcgtgaagcgattcacagatgtctgcctgttcatccgcgtccagctcgttgagtttctccagaagcgttaatgtctg
gcttctgataaagcgggccatgttaagggcggttttttcctgtttggtcactgatgcctccgtgtaagggggatttctgttcatgggggt
aatgataccgatgaaacgagagaggatgctcacgatacgggttactgatgatgaacatgcccggttactggaacgttgtgagggta
aacaactggcggtatggatgcggcgggaccagagaaaaatcactcagggtcaatgccagcgcttcgttaatacagatgtaggtgtt
ccacagggtagccagcagcatcctgcgatgcagatccggaacataatggtgcagggcgctgacttccgcgtttccagactttacga
aacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgctcaggtcgcagacgttttgcagcagcagtcgcttcacgttcgctcgcgtatcggt
gattcattctgctaaccagtaaggcaaccccgccagcctagccgggtcctcaacgacaggagcacgatcatgcgcacccgtggg
gccgccatgccggcgataatggcctgcttctcgccgaaacgtttggtggcgggaccagtgacgaaggcttgagcgagggcgtgc
aagattccgaataccgcaagcgacaggccgatcatcgtcgcgctccagcgaaagcggtcctcgccgaaaatgacccagagcgct
gccggcacctgtcctacgagttgcatgataaagaagacagtcataagtgcggcgacgatagtcatgccccgcgcccaccggaag
gagctgactgggttgaaggctctcaagggcatcggtcgagatcccggtgcctaatgagtgagctaacttacattaattgcgttgcgct
cactgcccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtatt
gggcgccagggtggtttttcttttcaccagtgagacgggcaacagctgattgcccttcaccgcctggccctgagagagttgcagcaa



78 
 

gcggtccacgctggtttgccccagcaggcgaaaatcctgtttgatggtggttaacggcgggatataacatgagctgtcttcggtatcg
tcgtatcccactaccgagatatccgcaccaacgcgcagcccggactcggtaatggcgcgcattgcgcccagcgccatctgatcgtt
ggcaaccagcatcgcagtgggaacgatgccctcattcagcatttgcatggtttgttgaaaaccggacatggcactccagtcgccttc
ccgttccgctatcggctgaatttgattgcgagtgagatatttatgccagccagccagacgcagacgcgccgagacagaacttaatgg
gcccgctaacagcgcgatttgctggtgacccaatgcgaccagatgctccacgcccagtcgcgtaccgtcttcatgggagaaaataa
tactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgccggaacattagtgcaggcagcttccacagcaatggcatcctggt
catccagcggatagttaatgatcagcccactgacgcgttgcgcgagaagattgtgcaccgccgctttacaggcttcgacgccgcttc
gttctaccatcgacaccaccacgctggcacccagttgatcggcgcgagatttaatcgccgcgacaatttgcgacggcgcgtgcag
ggccagactggaggtggcaacgccaatcagcaacgactgtttgcccgccagttgttgtgccacgcggttgggaatgtaattcagct
ccgccatcgccgcttccactttttcccgcgttttcgcagaaacgtggctggcctggttcaccacgcgggaaacggtctgataagaga
caccggcatactctgcgacatcgtataacgttactggtttcacattcaccaccctgaattgactctcttccgggcgctatcatgccatac
cgcgaaaggttttgcgccattcgatggtgtccgggatctcgacgctctcccttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagtagta
ggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggcgcccaacagtcccccggccacggggcc
tgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtggcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggcgatatag
gcgccagcaaccgcacctgtggcgccggtgatgccggccacgatgcgtccggcgtagaggatcgagatctcgatcccgcgaaa
ttaatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatataccatg
ggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgccgcgcggcagcGGTACCatgagtgtgattaaaccag
acatgaagatcaagctgcgtatggaaggcgctgtaaatggacacccgttcgcgattgaaggagttggccttgggaagcctt
tcgagggaaaacagagtatggaccttaaagtcaaagaaggcggacctctgcctttcgcctatgacatcttgacaactgtgtt
ctgttacggcaacagggtattcgccaaatacccagaaaatatagtagactatttcaagcagtcgtttcctgagggctactctt
gggaacgaagcatgaattacgaagacgggggcatttgtaacgcgacaaacgacataaccctggatggtgactgttatatct
atgaaattcgatttgatggtgtgaactttcctgccaatggtccagttatgcagaagaggactgtgaaatgggagccatccact
gagaaattgtatgtgcgtgatggagtgctgaagggtgatgttaacatggctctgtcgcttgaaggaggtggccattaccgat
gtgacttcaaaactacttataaagctaagaaggttgtccagttgccagactatcactttgtggaccaccacattgagattaaa
agccacgacaaagattacagtaatgttaatctgcatgagcatgccgaagcgcattctgagctgccgaggcaggccaagA
AGCTTAagggaaaaataaacttagatcatagtggagcctatgttgcacagtttgaagtagcctgggatgaagtttcata
tgataaagaaggaaatgaagttttaactcataaaacatgggatggaaattatcaagataaaacagctcactattcaacagt
aatacctcttgaagccaatgcaagaaatataagaataaaggcaagagagtgtacaggccttgcttgggaatggtggagag
atgttataagtgaatatgatgttccattaacaaacaatataaatgtttcaatatggggaacaactttatatcctggatctagta
ttacttacaattaaCTCGAGcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaacaaagcccgaaaggaagctgagttgg
ctgctgccaccgctgagcaataactagcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttgctgaaaggaggaactat
atccggat 
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A.1.2 Secuenciación de pET28a-Dronpa-D4 
Las letras verdes corresponden a la secuencia de Dronpa. Las letras rojas corresponden a la 
secuencia de D4. 
 
gggwmatttcccgtctagaataattttgtttaactttaagaaggagatataccatgggcagcagccatcatcacawcatcacagcag
cggcctggtgccgcgcggcagcGGTMCCatgagtgtgattaaaccagacatgaagatcaagctgcgtatggaaggc
gctgtaaatggacacccgttcgcgattgaaggagttggccttgggaagcctttcgagggaaaacagagtatggaccttaaa
gtcaaagaaggcggacctctgcctttcgcctatgacatcttgacaactgtgttctgttacggcaacagggtattcgccaaata
cccagaaaatatagtagactatttcaagcagtcgtttcctgagggctactcttgggaacgaagcatgaattacgaagacgg
gggcatttgtaacgcgacaaacgacataaccctggatggtgactgttatatctatgaaattcgatttgatggtgtgaactttcc
tgccaatggtccagttatgcagaagaggactgtgaaatgggagccatccactgagaaattgtatgtgcgtgatggagtgct
gaagggtgatgttaacatggctctgtcgcttgaaggaggtggccattaccgatgtgacttcaaaactacttataaagctaag
aaggttgtccagttgccagactatcactttgtggaccaccacattgagattaaaagccacgacaaagattacagtaatgtta
atctgcatgagcatgccgaagcgcattctgagctgccgaggcaggccaagaAGCTTaagggaaaaataaacttagat
catagtggagcctatgttgcacagtttgaagtagcctgggatgaagtttcatatgacaaagaaggaaatgaagttttaactc
ataaaacatgggatggaaattatcaagataaaacagctcactattcaacagtaatacctcttgaagctaatgcaagaaata
taagaataaaagcaagagagtgtacaggccttgcttgagaatggtggagagatgttataagtgaatatgatgttccattac
aataatataatgtttcatatggggaacacttttatacctgcatctagtaatacatacataaCTCGAGcaccaccaaccac
caccaactga 
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A.2 PROPIEDADES FOTOFÍSICAS Y QUÍMICAS DE DRONPA 

 

Dronpa es una proteína 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 proteína fluorescente fotoactivable ya que se puede regular la transición por sus 

estados oscuro (no emisor) y activado (emisor) por medio de su iluminación con luz de 

distinta longitud de onda que corresponden a los picos máximos de su espectro de 

absorción, 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 configuración molecular 

del fluorocromo dentro del barril ꞵ que lo rodea. Cuando el fluorocromo interacciona por 

medio de un puente de hidrógeno con la Arginina 66 del barril ꞵ se encuentra en una 

configuración molecular cis (ON en la Figura A2). En esta configuración, la geometría 

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 hidrógeno con la 

Arginina 66 y cambiar su configuración molecular de cis a trans (OFF en la Figura A2); 

en esta configuración Dronpa no tiene la capacidad de emitir fluorescencia, por lo cual se le 

denomina estado oscuro. La configuración en trans del fluorocromo en éste estado es muy 

estable y solo puede retornar a su configuración 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 configuración del fluorocromo de Dronpa de trans 

a cis se le conoce como fotoactivación (Warren et al., 2013; Kaucikas, Tros & van Thor, 

2014). 

 

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 absorción con los que se puede excitar el cromóforo de Dronpa y el efecto en su 
configuración molecular 
 

Además, se sabe que el pH del medio en el que se encuentra Dronpa tiene un efecto sobre 

la emisión de su fluorescencia (Habuchi et al., 2005). El oxígeno 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 (A1 en la Figura A3), el cual está en equilibrio 

químico con la forma no protonada (B en la Figura A3; Yadav et al., 2014; Higashino, 

Mizuno & Mizutani, 2016). Por lo tanto, la emisión de Dronpa disminuye en medios con 

pH ácidos. 

 

Figura A3. Protonación del cromóforo de Dronpa y su efecto en la fluorescencia. A, transición del estado 
oscuro A2 al estado emisor B dependiendo de la longitud de onda con la que es iluminado y la transición 

entre el estado oscuro A1 al estado emisor dependiendo del equilibrio químico entre su protonación o 

desprotonación. B, configuraciones moleculares del cromóforo en su estado protonado. 
 

 

En resumen, refiriéndonos al diagrama de Jablonski de la transición de los estados del 

fluorocromo de Dronpa durante el fenómeno 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 ó 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 reacción 

de transferencia de protón (ESPT) del estado excitado de A2 (Excitación de A2 → 
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Desprotonación de A2 y relajación al estado I → modificación de trans no protonado a cis 

no protonado; Warren et al., 2013). El ciclo de fotoactivación de Dronpa se puede repetir 

iluminándola nuevamente con luz de 488 nm ó puede entrar a un segundo estado oscuro A1 

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

 

 

 

Figura A4. Diagrama de Jablonski de los estados de transición del fluorocromo de Dronpa. 
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A.3 SISTEMAS SECUESTRADORES DE OXÍGENO 

 
 

 
Figura A5. Sistemas secuestradores de oxígeno y anti-oxidantes 

 
A.3.1 Sistema MEA-MB: 

MEA-MB es la abreviación que se usa para llamar a al sistema secuestrador de oxígeno 

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 así el fotoblanqueamiento de los fluoróforos por oxidación y de esta 

manera aumentando el tiempo medio de fotoblanqueo de la fluorescencia (Schäfer, van de 

Linde, Lehmann, Sauer & Doose, 2013). 

 

A.3.2 Sistemas secuestradores de oxígeno GOC y POC: 

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

Glucosa y la enzima Catalasa. La glucosa oxidasa oxida a la glucosa, disminuyendo la 

concentración de oxigeno molecular en el medio, pero genera peróxido de hidrogeno el cual 

es convertido a agua por la catalasa. Aunque este sistema es eficiente eliminando el 
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oxígeno del medio tiene la desventaja de modificar el pH ya que el compuesto final es un 

ácido carboxilico (Figura A5; Swoboda et al., 2012). 

POC está compuesto por Piranosa oxidasa, Glucosa y Catalasa. Este sistema oxida a la 

glucosa sin generar intermediarios ácidos, por lo cual disminuye la concentración de 

oxígeno del medio sin cambiar el pH (Figura A5). 

 

A.3.3 Medio de muestreo con Rutina: 

Rutina (Figura A5) es un compuesto que se ha utilizado en microscopía 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 decidió utilizar Rutina para intentar 

aumentar el tiempo medio de la fluorescencia en Dronpa al igual que ocurre con EGFP. 
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A.4 RELACION SEÑAL-RUIDO DE UNA IMAGEN  

 

A grandes rasgos la relación S/R de una imagen es la comparación 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 precisión de 

la localización de los emisores puntuales y evita la generación 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 señal y por lo tanto son descartados por los algoritmos que generan las 

imágenes de súper-resolución (Thompson, Larson & Webb, 2002).  

En los métodos de localización de molécula individual para poder hacer la reconstrucción 

de la imagen de súper-resolución se adquieren miles de imágenes de la estructura que se 

quiere resolver con el propósito de registrar el mayor número de fluoróforos individuales 

que se encuentran marcando dicha estructura. En cada imagen se captura un conjunto 

pequeño de fluoróforos individuales emitiendo fluorescencia los cuales se encuentran a una 

distancia mayor que el límite de resolución (distancia mayor a 200 nm) con el propósito de 

determinar su localización subpixélica, esto se realiza para cada uno de los fluoróforos 

detectados en cada imagen y al final se suman todas las localizaciones subpixélicas 

generando así la imagen final de súper resolución. Lo ideal sería hacer la localización de 

todos los fluoróforos que marcan la estructura para poder hacer su reconstrucción completa, 

lo cual no es posible ya que la emisión de algunos fluoróforos es irreversiblemente 

extinguida debido a efectos del fotoblanqueo por la oxidación del fluorocromo o, en el caso 

de las proteínas fluorescentes, la desnaturalización de la estructura de la proteína.  

Los métodos de súper resolución que no se basan en la detección de moléculas individuales 

utilizan el análisis de la variación de la intensidad de las imágenes a través del tiempo para 

deducir la estructura que se encuentra limitada por la difracción. Estos métodos utilizan un 

menor número de imágenes (<100) pero suelen ocupar un mayor poder de cómputo para 

hacer el análisis. 
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A.5 MICROSCOPÍA DE SÚPER-RESOLUCIÓN PALM 

 

Este método consiste en la reconstrucción de imágenes con resolución nanométrica a partir 

de la localización 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 activación con luz de una determinada longitud de onda de un 

conjunto de fluoróforos que se encuentran a una distancia mayor que la del límite de 

resolución. A estos emisores se les puede ajustar un modelo a su patrón de difracción que 

es proyectado en los detectores digitales llamado Función de Dispersión Puntual (PSF) a 

partir del cual se puede determinar la localización 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 adquisición de miles de imágenes se obtiene la 

localización 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 súper 

resolución (Figura A5; Betzig et al., 2006; Hess, Girirajan & Mason, 2006).  

 

 

Figura A6. Principio del funcionamiento de Microscopia de localización de fotoactivación de 
fluorescencia FPALM. El objetivo de esta técnica es reconstruir la imagen de súper-resolución de una 
estructura sub-celular a partir de la localización de fluoróforos individuales en su estado activo, captados a 
través de miles de imágenes. Esto se logra con la manipulación de la activación y apagamiento de la 
fluorescencia por medio de la iluminación de los fluoróforos 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 súper-resolución que se basa en el análisis espacial y 
temporal de las fluctuaciones de la fluorescencia registrado en una secuencia de imagines 
adquiridas por medio de microscopía de campo amplio o microscopía TIRF (Gustafsson et 
al., 2016). Este método genera imágenes de súper-resolución a partir de dicho análisis sin 
involucrar la detección y localización de fluoróforos individuales como en los métodos de 
PALM y STORM (Betzig et al., 2006; Hess, Girirajan & Mason, 2006; Rust, Bates & 
Zhuang, 2006). El algoritmo SRRF está implementado como un plugin de acceso libre de 
ImageJ.  
El método de reconstrucción consiste en dos etapas: 1) análisis espacial en donde se calcula 
los mapas de radialidad de cada imagen de la secuencia de imágenes adquirida 
originalmente (Figura A7 a). 2) análisis temporal en donde se colapsa toda la información 
obtenida en el primer análisis, generando la imagen final de súper-resolución (Figura A7 
b). 
 

 
 
Figura A7. Generación de imágenes de súper resolución por medio del algoritmo de SRRF. a) ejemplo 
del cálculo del mapa de radialidad de una simulación de una PSF (función de dispersión de punto) de un 
fluoróforo proyectada sobre una imagen. Izquierda, gráfica de superficie 3D de una PSF pixelada. Centro, 
gráfica de superficie de la magnitud del gradiente (las flechas corresponden a la dirección del gradiente). 
Derecha, grafica de superficie 3D de la radialidad medida de la PSF. b) Análisis temporal de SRRF y 
generación de la imagen final. Izquierda, simulación de una secuencia de 100 imágenes de 2 fluoróforos 
separados a una distancia de 135 nm cuya emisión fluctúa a través del tiempo. Centro, mapas de radialidad 
(imágenes de radialidad) calculadas para cada una de las 100 imágenes de la secuencia original. Derecha, 
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imagen final de súper resolución en donde se observan los dos fluoróforos separados, obtenida a partir del 
análisis temporal de las 100 imágenes de radialidad calculadas previamente. 

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

 

 
Este kernel puede ser modificado por el usuario dependiendo de las características de las 
imágenes adquiridas, se puede hacer más grande para imágenes con una relación señal 
ruido baja. 
Posteriormente se realiza un análisis a nivel sub-pixélico. Se divide cada uno de los pixeles 
de la imagen en subpixeles (magnificación 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 ri del sub-pixel que se está analizando (Figura 
A8 a y b líneas naranjas). A partir de cada punto de muestreo se calcula la dirección del 
gradiente Gi (Figura A8 flecha negra) que se refiere a la dirección hacia la que se localiza 
la mayor intensidad de la señal (Figura A8 estrella roja “fluorophore position”). A partir de 
estos datos se calculan dos valores: 
1) La mínima distancia perpendicular di del sub-pixel analizado hacia la línea de dirección 
del gradiente Gi (Figura A8 línea negra) y 2) el producto punto Θ normalizado de Gi con ri. 

Con estos datos se calcula el grado de convergencia de la línea de gradiente al sub-pixel 
analizado mediante la ecuación: 

 
En donde ci puede tomar valores de -1 a 1 dependiendo del ángulo θ que hay entre Gi y ri. 
De tal forma que para gradientes que convergen el valor será positivo y para valores que 
divergen el valor será 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: 

 
Finalmente, estos valores pueden ser ponderados mediante la intensidad interpolada en el 
sub-pixel (Xc, Yc). En los mapas de radialidad, los valores negativos de cada sub-pixel 
indican la ausencia de fluoróforos 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 imágenes posteriores de la secuencia, los valores negativos 
de radialidad son escalados a cero. 

 

 
Figura A8. Fundamento teórico del cálculo de radialidad en el algoritmo de SRRF. a) arriba: análisis de 
la radialidad a partir de un subpixel (naranja). Abajo: corrección de movimiento utilizando un vector 
precalculado (línea morada) por el algoritmo de SRRF. b) Esquema de los valores calculados por el algo de 
SRRF descritos en el texto. 
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A.7 PARTICIPACIÓN EN CONGRESOS Y PUBLICACIONES 

 

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

Debido a la experiencia técnica en el uso de los microscopios Confocal y TIRF obtenida durante mi proyecto 
de maestría fui invitado a colaborar en el proyecto Nanosclae organization of rotavirus replication 
machineries en colaboración con el grupo de investigación del Dr Carlos F Arias y la Dra Susana López del 
instituto de biotecnología, UNAM. Mi participación en este proyecto consistió en la adquisición de las 
imágenes de los viroplasmas (centros de replicación viral en las células infectadas) y en la estandarización de 
los protocolos de iluminación en el microscopio TIRF. También contribuí en el procesamiento de las 
imágenes para su análisis y en la reconstrucción de las mismas con el método de súper-resolución de “análisis 
bayesiano de fluctuaciones de la fluorescencia (3B)”. También aporte el protocolo para la preparación de los 
medios de muestreo, en este caso se utilizó el medio GLOX. Todo lo anterior fue posible gracias a lo 
aprendido durante el presente proyecto de maestría. 
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A.7.2 Participación 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 maestría se realizó un poster para su 
presentación 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 Biotecnología, UNAM. 
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A.7.3 Presentación de poster en la semana académica de invierno 2017 llevado a cabo 
en el Instituto de Biotecnología en Diciembre del 2017 

Los resultados obtenidos durante el proyecto de maestría sobre el efecto de diferentes 
medios de muestreo secuestradores de oxígeno para reducir el fotoblanqueo de 
Dronpa fueron presentados en un poster en la semana académica de invierno 2017. 
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