UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

EVALUACION DE FRACCIONES POLIPEPTIDICAS
DE VENENOS DE SERPIENTES (FAMILIA
ELAPIDAE) COMO POSIBLES BLOQUEADORES
DEL CANAL CATSPER, ESPECIFICO DEL
ESPERMATOZOIDE

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE:

BIOLOGA

P R E S E NT A:

ELIZABETH CERVANTES IBARRA

DIRECTOR DE TESIS:
DR. ARTURO PICONES MEDINA

Ciudad Universitaria, CDMX., 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Hoja de Datos del Jurado

1. Datos del alumno

Cervantes

Ibarra

Elizabeth

044 55 43 53 94 41

Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

311148152

2. Datos del tutor
Doctor
Arturo

Picones
Medina

3. Datos del sinodal 1
Doctor

Alberto

Darszon

Israel

4. Datos del sinodal 2
Doctora

Claudia Lydia
Trevifio

Santa Cruz

5. Datos del sinodal 3
Doctora

Atlet del Carmen
Loza

Huerta

6. Datos del sinodal 4
Doctor

Enoch

Luis

Baltazar

7. Datos del trabajo escrito

Evaluacién de fracciones polipeptidicas de venenos de serpientes (familia Elapidae) como
posibles bloqueadores del canal CatSper, especifico del espermatozoide.

Numero de paginas 59

2018

Pagina



El presente trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio Nacional de Canalopatias con sede en el
Instituto de Fisiologia Celular-UNAM en la Ciudad de México, México.

)4

<~

ﬁ

Laboratorio Nacional de Canalopatias

Como parte del proyecto de investigacion: “Desarrollo de un contraceptivo masculino basado
en la inhibicién especifica de los canales i6nicos CatSper y Slo3 del espermatozoide humano”

Financiado por la Secretaria de Ciencia, Tecnologifa e Innovacion, con el nimero de proyecto
039/2013.

\ SECITI

Pégina3



Agradecimientos técnicos

Parte de este trabajo se realizé con el apoyo técnico del Biol. Héctor Miguel Cardoso
Torres, quien preparo la biblioteca de 900 fracciones polipeptidicas pertenecientes a
venenos de diferentes animales ponzofosos, dichas fracciones fueron aisladas mediante
Cromatografia Liquida de Alta Presién en Fase Reversa (RP-HPLC) como parte del
Laboratorio Nacional de Canalopatias (LaNCa).

Parte de este trabajo se realiz6 con el apoyo técnico de la Dra. Arlet del Carmen Loza
Huerta, quien estandariz6 el protocolo y programacion del equipo para la evaluacion de
la accién de fracciones polipeptidicas pertenecientes a diferentes venenos sobre
espermatozoides humanos con el equipo FlexStation3® en el Laboratorio Nacional de
Canalopatias (LaNCa).

Parte de este trabajo se realiz6 con el apoyo técnico del Dr. Jesiis Esteban Pérez Ortega,
quien desarroll6 del software DrugSearchWare, el cual permitié analizar de una manera
mas eficaz los resultados obtenidos del equipo FlexStation3°®.

Al Fis. Cesar Oliver Lara Figueroa, por el apoyo técnico del presente trabajo en el
Laboratorio Nacional de Canalopatias (LaNCa).

Pégina4



Agradecimientos

A la Universidad Nacional Auténoma de México por ser quien me ha educado y formado desde
el 2011 cuando entre al Colegio de Ciencias y Humanidades plantel Vallejo, a la Facultad de
Ciencias quien fue mi segunda casa, quien me formo como profesionista, como la persona que
soy actualmente y finalmente agradezco al Laboratorio Nacional de Canalopatias (LaNCa) por
permitirme formar parte de su equipo y por brindarme la oportunidad de realizar mi tesis dentro
de sus instalaciones.

A mi tutor el Dr. Arturo Picones Medina por permitirme formar parte de su laboratorio y
aceptarme como su tesista, por compartir sus conocimientos, brindarme su tiempo y apoyarme
durante todo el proceso de titulacion.

A mis sinodales, que a pesar de ser personas muy ocupadas me brindaron parte de su tiempo
para leer y evaluar el presente trabajo. Agradezco sus comentarios, sugerencias y correcciones,
ya que gracias a ellas el presente trabajo se vio enriquecido enormemente y sobre todo gracias
port transmitirme su conocimiento, sabiduria y prepararme para una vida profesional.

A'la Dra. Arlet del Carmen Loza Huerta por ser mi mentora durante los afios que estuve en el
LaNCa, por tener la paciencia y la dedicacién para enseflarme a realizar los experimentos
realizados en la presente tesis y por la confianza que me tuvo para dejarme realizar los
experimentos sola.

A los integrantes del LaNCa, les agradezco por las numerosas discusiones, comentarios y
sugerencias sobre mi trabajo, las cuales fueron de vital importancia para desarrollar
adecuadamente esta tesis, por todo su apoyo durante mi estancia en el laboratorio y por
compartir su conocimiento conmigo.

A la Fundacién Alberto y Dolores Andrade, por la beca que tuvieron a bien otorgarme durante
toda mi etapa escolar, la cual ayudo a enfocarme totalmente en mis estudios y culminar con éxito
mi licenciatura.

A mi mama Margarita Ibarra y a mi papa Eduardo Cervantes por su amor incondicional, por
apoyar siempre mis decisiones, por estar incondicionalmente para mi, por la confianza
depositada en mi, por inculcarme valores y responsabilidades, por animarme a superarme y a
seguir mis suefios, simplemente gracias por ser mis padres, todos mis logros se los debo a
ustedes.

A Federico Garcia por impulsarme a estudiar Biologfa, por apoyarme durante toda la carrera,
por inculcarme confianza y darme fuerzas cuando las necesite.

A la familia Ibarra por el gran amor que me han dado, por apoyarme e impulsarme a seguir con
mis sueflos, por siempre estar presente en mis logros, por todos los bellos momentos juntos y
sobre todo por los valores y tradiciones inculcados.

A mi tio Eduardo Ibarra por ser un segundo padre para mi y apoyarme incondicionalmente.

A mi hermana Jessica Cervantes y mis amigos Brenda Leén, Helen Hernandez, Daniela Benitez
y Rodrigo Guzman por su amistad, carifio y comprension, por siempre estar conmigo en las
buenas y en las malas.

Pagina 5



Dedicatoria

A la mujer mas fuerte y valiente que he conocido.

A la mejor mujer, la mejor madre, la mejor abuela.
A la mujer que me crio y me guio con su sabiduria.

A mi abuelita Marfa Guadalupe Diaz Galvan .

Pagina 6



Indice

RESUMEN ... s 10
ADIEVIATULAS ......ovviiiiiicit ettt a e 11
INETOAUCCION ... 12
3.1 El eSpermatoZOide.. ..ottt 12
3.2 FecuNdaciOn ...t 13
321 Movilidad activada ......cccueuviiiiiiiiiiiiiiicc s 13
322 CAPACIEACION....viiiiiiiiiiciit bbb 14
3.23  Movilidad hiperactivada .........ccoviiuiiriiiiiiiiniiciiiccccceec s 14
3.2.4  Reaccion acroSOMAL ... s 14
3.2.5 QUIMIOTAKIS 111ttt 15
3.3  El canal i6niCo CatSPEr .....cciuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis s 16
3.3.1  ESHIUCHUIA ottt 16
3.3.2  Fisiologia y biofSICa......ccccuiiiiiiiiiiiiciiicii s 17
3.3.3 Modulacion del CatSPEr ..ot sesseans 18
3.4 Accién de toxinas polipeptidicas sobre canales I0NICOS ....cuvieeuvuriiecereriicieiniicienrieens 21
341 Accion SODIe CatSPer......ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiic s 22
3.5  Fluorescencia como herramienta para estudiar canales I0NICOS .....cevvvveeeerrericecrreninenen 23
3.5.1  Técnica de fluorometria automatizada de alto rendimiento ........cocceevvvececererennnee 23
3.6 Venenos de SEIPIENLES ....ccviiiiiiiiiiiiiiiiiicecis s 23
JUSTIFICACION ...ttt ettt 25
HIPOLESIS ... 25
ODJELIVOS ...ttt ettt ettt ettt bttt b sttt et b be sttt et e b bene et esebenens 25
0.1 Generali..iiiiiiiiiii s 25
0.2 PartiCulares .......cccceiiiiiiniii s 25
Materiales Y MELOAOS .......c.ccceuiuiuiuiiiiiiiiiiiiiiiine bbbttt 26
7.1 REACHVOS ottt bbbt 26
7.2 Obtencién de las MUESLIas de SEMEN ....cuvivieuerriieieieeeeieteeeeteeesese et neeseaens 27
7.3 Obtencién de espermatozoides MOVIIES .......ccuiiiiiiviiiiiiiiiiniiic s 27
7.4 Incubacién de células con el flUOLOLOLO ... 27
7.5 Medicién de la intensidad de fluorescencia usando el equipo FlexStation3® ............. 28

Pégina7



9

10
1
12

13

7.6 Aumento en la [Ca*]; en respuesta a la PG en presencia o ausencia de fracciones

POLPEPHAICAS (FPS) ..ttt 28
7.7 Cambio en la [Ca*"]; basal inducido por la incubacién de 1as FPs. w...ocvvereecerienrenene. 28
7.8 CoNrOles INEINOS ..cuiuiuiuiiiiiiiiciiiiiii bbb 29
7.9 COMPUESLOS @ CNSAVAL ..uvvevriiitititieteiiet st b e bbb 30
710 ANALSIS de dAtOS .ouvueeieiiieiiiiiiiicicicieieiiiet bt 30
711 ANALSIS €StAdISTICO....viuiiiiiiiiiicci s 31
ReSUItadOs ... s 32
8.1  Primer tamizaje: Medicion del aumento de la [Ca**]; en respuesta a la PG........c.cuu..... 33
8.1.1  Ophiophagis Hannah ... 33
8.1.2  Walterinesia QegQYPIIA .............cccuvuvuuieiiiiiiiiiiiiiiiii s 35
8.1.3  BUNGAIUS DIULICICTUS .ottt 36
BT A INGJA DAJE et 36
8.1.5 NG GHIULIIETA. ... 37
8.1.6 NG SIATIENSIS c....oviiiiiitt s 37
817 INGJA MIVEA ... 38
8.1.8  INGIA RAOUIDIA ... 38
819 NG PAUIA. ... s 39
8170 INGIA BIGEICOUIS ... 40
11T NG TCIANOIEUCE ... s 40
B2 INGJA OXIANG ...ttt 41
A3 INGJA NUDIAC ...ttt 41
8114 NG 70SSATIDICA ... s 42
8.2  Primer tamizaje: Medicién del cambio de la [Ca*]; basal inducido por la incubacién de
J2S TTPS oo 44
8.3  Segundo tamizaje: Medicion del aumento de la [Ca®']; en respuesta a la PG.............. 46
DESCUSION.......ciiiiiiiic s 48
CONCIUSIONES ...t 53
PEISPECTLIVAS ...ttt 53
APENAICES ...ttt 54
12.1  APENDICE 1: Analisis estadistico de CONTrOlEs ....uvvmrrrrrrrreinrrsseesrsssssessessssnssnens 54
BibHOGIAIA ...ttt 56

Pagina 8



Indice de figuras y tablas

Figura 1. Morfologia del espermatozoide.......................cvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis s

Figura 2. Diagrama del sistema reproductor femenino humano. .....

Figura 3. Estructinra del canal CAISPEr. .....weucueveeeeiieiieiiseieiseisse s sss s s sas s sssssans 17
Figura 4. Posibles proteinas involucradas en el funcionamiento y regulacion del canal CatSper humano.. ................ceeveececcuncunnn. 19
Figura 5. Blancos de 10xinas de diferentes QRImMAIES. .............oeeeveveeeoerieisiicieisceve s s 22
Tabla 1. Taxonomia correspondiente a la familia de serpientes EIGPIdae .....................ccccoccuveuviuniuniuieiccencncneninieceececseseseons 24
Figura 6. Estructura quinzica del FIHo4-ANL. ...........ooonveeoeiniiiieieeieieicce e 26
Figura 7. Estructura quimica de la progesterona. ...

Figura 8. Estructura quintica de [a i0M0M10INGA ..........o.oueeeoneneveieevsctcece e s
Figura 9. Estructura quinsica del mibefradil .......................cccccuvcuniuniiniininicincneniiisee e 26
Figura 10. Medicion de la intensidad de fluorescencia usando el equipo FlexStation3® y normalizacion de los datos. .................. 29
Tabla 2. Lista de serpientes utilizadas para realizar los tamizajes de FPs..............cvcviviviiniininiicininsiciscciscsssscssnsnns 33
Figura 11. Primer tamizaje. Efecto de diferentes FPs sobre las respuestas a la PG en espermatozoides humanos. ........................ 34
Figura 12. FPs del veneno de O.hannab potencializan el anmento de la [Ca®* ] inducido por PG.................

Figura 13. FPs de/ veneno de W. aegyptia potencializan el anmento de la [Ca®* ]; indncido por PG. ......ceonvceoneceonecvonecronecesecnnne. 35
Figura 14. FPs del veneno de B. multicinctus no afectan el anmento de la [Ca®* J; inducido por PG ......cconeceeoneeeronecrcnseernnecens 36
Figura 15. FPs de/ veneno de Naja haje potencializan el anmento de la [Ca® J; inducido por PG .......ceonvceoneceoneceonecrnnecsecenne. 36
Figura 16. FPs del veneno de Naja annnlifera potencializan el anmento de la [Ca®; inducido por PG. ......ceoonevevonsecrcmsecennecens 37
Figura 17. FPs del veneno de Naja siamensis potencializan el anmento de la [Ca™ J; inducido por PG.......cconceoneceonecronecrnecnnne. 37
Figura 18. FPs del veneno de Naja nivea potencializan el aumento de la [Ca® ]; inducido por PG .......ceeoneceoneeeronsecrinsecrcnnecens 38
Figura 19. FPs de/ veneno de Naja kaonthia afectan de manera diferencial el aumento de la [Ca®* J; inducido por PG. ............... 39
Figura 20. FPs del veneno de Naja pallida afectan de manera diferencial el aumento de la [Ca®* ]; inducido por PG. .........cn..... 39
Figura 21. FPs de/ veneno de Naja nigricollis potencializan el anmento de la [Ca |; inducido por PG .....ceonceoneceonecronecrnecenne. 40
Figura 22. FPs del veneno de Naja melanolenca afectan de manera diferencial el anmento de la [Ca®* ]; inducido por PG............ 40
Figura 23. FPs del veneno de Naja oxiana no afectan el aumento de la [Ca®* J; indncido por PG. .....nceoneceoneceonsceonecrnnecensecenne. 41
Figura 24. FPs del veneno de Naja nubiae disminuyen el anmento de la [Ca®* ]; inducido por PG.......ceeoneceronveronsecronsecrcnnecens 42
Figura 26. Fraccidn 34.5 del veneno de Naja mossambica muestra una relacion Dosis-Efecto al disminuir el anmento de la [Ca® ];
INANCIAD POT PG ..o 43
Figura 25. FPs del veneno de Naja mossambica disminuyen el anmento de la [Ca®* ]; inducido por PG......cconceoneceonecrnecenecenne. 43
Figura 27. Efecto de diferentes FPs sobre la [Ca®*]; basal en espermato0ides BUMANOS. ........onvevonsvcvnseceoneceoneseronseerinsesrisesens 44
Figura 28. Relacién Dosis-Efecto del cambio en la [Ca®* ]; basal en presencia de la FP N. mossambica 34.5..c.cenecennecernecenne. 45
Figura 29. Segundo tamizaje. Efecto de diferentes FPs sobre la respuesta a la PG en espermatogoides humanos. ......................... 46
Figura 30. Relaciones Dosis-Efecto de la FPs N. mossambica 11 (34-35.20). .....c.ocvevecuocineninininiciciccncnnns

Figura 31. Ejemplo de la estadistica seguida para 105 CoNtroles. ...............euenciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccisicc s 54
Figura 32. Grifica que muestra espacialmente la intensidad de fluorescencia de cada control....................ccucvevivieviceccincncnninn. 54
Figura 33. Grafica que ejemplifica el calenlo del factor Z'. ... 55

Péginag


file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961844
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961845
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961846
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961847
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961848
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961850
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961851
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961852
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961853
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961854
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961856
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961857
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961858
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961859
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961860
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961861
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961862
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961863
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961864
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961865
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961866
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961867
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961868
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961869
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961870
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961870
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961871
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961872
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961873
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961874
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961875
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961876
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961877
file:///C:/Users/Elizabeth/Desktop/Tesis%20Elizabeth%20Cervantes_vf_CT_eci_AD_eci_FGP_figuras.docx%23_Toc510961878

1 Resumen

El canal i6nico CatSper es exclusivo de los espermatozoides y es el principal canal por el cual
entran los iones calcio (Ca™) al flagelo de los espermatozoides. Este canal se activa en presencia
de la progesterona (PG; hormona esteroidea secretada por los cuerpos luteos y las células del
cimulos que rodean al ovocito), lo cual ocasiona un aumento transitorio de Ca** seguido por un
aumento sostenido, este aumento de la concentracién de calcio intracelular ([Ca®']) en los
espermatozoides desencadena multiples respuestas fisiologicas necesarias para la fecundacion,
entre ellas, la hiperactivacion, la reacciéon acrosomal y la quimiotaxis.

Dada la alta potencia y selectividad farmacolégica de las fracciones polipeptidicas (FPs)
procedentes del veneno de animales ponzofiosos sobre canales i6nicos, es posible identificar
alguna(s) de ellas capaz(ces) de actuar como bloqueadores del canal CatSper. Por lo anterior
mencionado se analizaron 245 FPs provenientes de venenos de distintos géneros de serpientes
de la familia Elapidae para la identificacion de un compuesto que inhibiera especificamente al
canal CatSper al estimularlo con progesterona. La identificacién de un agente farmacoldgico con
estas caracterfsticas podria sentar las bases para el potencial desarrollo de un principio activo
para un anticonceptivo masculino no hormonal y reversible.

Las FPs se incubaron con espermatozoides humanos cargados previamente con el indicador de
calcio intracelular Fluo4-AM, el cambio en la intensidad de fluorescencia para la deteccioén del
flujo de Ca** fue analizado mediante ensayos de alto rendimiento o HTS por sus siglas en inglés
(high-throughput screening) con el equipo FlexStation3® (Molecular Devices, USA). De las 245
FPs analizadas a una [6.7 pg/ml], solo el 1.22% de los compuestos (3/245 FPs) provocaron una
disminucién estadisticamente significativa del aumento de la [Ca*]; inducido por PG; estas
fracciones, denominadas “HITS” fueron: NN. mossambica 23.1, 34.5 y N.nubiae 21.4.
Posteriormente se evaluaron los cambios en la [Ca*]; basal inducido por la sola incubacién de
los “HITS” mencionados anteriormente. Finalmente se determiné la dependencia con la
concentracion del efecto de estos “HITS” sobre los cambios de la [Ca*']; en respuesta a la PG.

Al analizar la dependencia con la concentracion de los “HITS” solo la fraccion N. mossambica
34.5 mostré una relacion Dosis-Efecto dependiente de la dosis (concentracion). Sin embargo,
esta FP no disminuye totalmente el flujo de Ca®* en respuesta a la PG.

Adicional a este descubrimiento, también se encontraron 38 FPs (15.5% del total de los
compuestos analizados) capaces de potencializar el aumento de la [Ca*"]; en respuesta a la PG.
A pesar de que el objetivo de este trabajo no era encontrar FPs que potencializaran la respuesta
a la PG, estas FPs son de gran importancia, ya que podrian concebirse como posibles
potenciadores de la movilidad de espermatozoides para un futuro analisis.
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2 Abreviaturas

[Ca?*];: Concentracidn intracelular del ion Ca®*
[Na*];i: Concentracion intracelular del ion Na*
1AG: 1-araquidonilglicerol

2AG: 2-araquidonilglicerol

3FTx: Toxinas de tres dedos

ABHD?2: serina hidrolasa llamada ABHD2
AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

ADNCc: Acido desoxirribonucleico complementario
AGs: Araquidonilgliceroles

Ca?*: Ton calcio

Cay: Canal(es) de calcio dependiente(s) de voltaje
CatSper: Canal catiénico del espermatozoide (por
sus siglas en inglés)

FP: Fraccién polipeptidica

FPs: Fracciones polipeptidicas

H*: Protones

HCOj: Bicarbonato

HTS: Ensayos de alto rendimiento (por sus siglas
en ingles High-throughput screening)

Icassper: Cortiente catiénica monovalente del canal
CatSper

IBT: Instituto de Biotecnologia de la UNAM

IP3: Inositol trifosfato

K*: Ton potasio

kDa: Kilo Dalton

Ky: Canal(es) de potasio dependiente(s) de voltaje
LaNCa: Laboratorio Nacional de Canalopatias
Mb: Mibefradil

MRH: Medio de Registro Humano

mSH: Serina hidrolasa metabdlica

Nay: Canal(es) de sodio dependiente(s) de voltaje

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PG: Progesterona

PGEI1: Prostaglandina E1

pH: Potencial de hidrogeno

pHi: pH intracelular

rB: Respuesta basal

rPG: Respuesta a progesterona

rPG/Mb: Respuesta a progesterona en
presencia de bloqueador

RP-HPLC: Cromatografia Liquida de Alta

Presion en Fase Reversa (por sus siglas en inglés)
Vm: Potencial eléctrico de membrana

Zn: Zona pelicida
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3 Introduccion

3.1 El espermatozoide

El espermatozoide humano es la célula sexual masculina altamente especializada, caracterizada
por ser haploide y tener bajo contenido citoplasmatico. La tnica funcién de esta célula es llegar
al 6vulo para fecundarlo, introducir su material genético y formar un nuevo individuo. Su
morfologia consta de una cabeza y un flagelo que le permite a la célula desplazarse.

En la cabeza se encuentra el nicleo sumamente compactado debido al recambio de histonas por
protaminas, la vesicula acrosomal que ocupa dos terceras partes de la cabeza (Figura 1) y un
centriolo ubicado en la parte basal. L.a forma de la cabeza es caracteristica de cada especie, en el
caso de los espermatozoides humanos es ovalada, plana y alargada.

La cola o el flagelo se divide en las piezas media, principal y terminal (Figura 1), en la pieza media
es donde se agrupan las mitocondrias en forma de hélice. En las piezas media y principal se
localiza el axonema, el cual consta de 9 pares de microtibulos posicionados de forma circular y
un par central, cada microtabulo proyecta dos brazos de dineinas, uno interno y otro externo,
estos tltimos son los responsables de la fuerza motriz del flagelo. Ademas, se encuentran 9 radios
provenientes de los microtibulos periféricos proyectados hacia el par central (Turner, 2000;
Olivera et al., 2000).

Flagelo o cola Cabeza

"
Zona ecuatorial C

1
___Nucleo y teca perinuciear

Fosa de la implantacién_ )

Acrosoma
=

“Espacio subacrosoma

T
Pieza Media

Pieza Pieza Principal
Terminal

o Capa Fibrosa

Densa Externa

ctura axonema

crotibulo Central
endrana Crioplasmatca

Brazo Externo Dinena

2. Brazo interno Dineina

3 Compieo de Ensamble

4. Complejo de Radio

Figura 1. Morfologia del espermatozoide. Imagen
tomada de Olivera ¢# al., 20006.

8. Puente Central
9. Unién Interpar

Los espermatozoides cuentan con sofisticados mecanismos moleculares, los cuales le dan la
capacidad de navegar por el tracto reproductor femenino exitosamente. Los principales
mecanismos involucran la activacién de canales i6nicos y los transportadores, que a su vez se
encargan de detectar el ambiente donde se encuentran y adaptar la movilidad del espermatozoide,
esto se controla parcialmente por la produccion de ATP, la homeostasis i6nica, la alcalinidad
intracelular, la concentraciéon de Ca®" intracelular ([Ca*];) v el potencial eléctrico (voltaje) de
membrana (Vm).
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Algunos de estos canales i6nicos y transportadores se expresan exclusivamente en células
espermaticas y en espermatozoides maduros, lo cual las convierte en el blanco ideal para atacarlas
farmacolégicamente y desarrollar un contraceptivo o anticonceptivo masculino. Algunos de
estos blancos son el canal catiénico CatSper, que es indispensable para la fecundacién tanto en
ratones (Avenarius ez /., 2009) como en humanos y el canal de potasio KSper (Lishko, 2016).
Con respecto al canal KSper existe controversia si en humanos este canal se encuentra
conformado por Slo3, Slo1 o ambos (Sanchez-Carranza ef al., 2015).

3.2 Fecundacion

La fecundacion es, quizas, el evento bioloégico mas importante de las especies con reproduccion
sexual, donde los gametos masculinos (espermatozoides) y femeninos (6vulos o huevos) se
encuentran y se fusionan para formar un nuevo individuo con material genético derivado de
ambos padres. Este proceso se divide en cuatro etapas principales (Gilbert, 2000):

Contacto y reconocimiento entre espermatozoide y évulo
Regulacién de la entrada de espermatozoides en el évulo

Fusion del material genético de los gametos

sl NS

Activacion del metabolismo del évulo para comenzar el desarrollo

Parte clave del lenguaje funcional entre gametos son los flujos i6nicos, los cuales son mediados
por canales i6nicos. Gracias a estos canales los gametos se pueden comunicar e influir el uno
sobre el otro (Darszon, 2007). Los canales i6nicos son proteinas transmembranales capaces de
formar un poro acuoso que permite el flujo de particulas cargadas eléctricamente y libres en
solucién (iones) de manera regulada y con gran eficiencia (~10" iones/s). Este flujo de iones
entre el ambiente intracelular y extracelular produce actividad eléctrica que permite la
transmision de sefiales. Estos canales se pueden regular por voltaje, por la union de ligandos o
por estimulos fisicos como la temperatura o el estrés mecanico (Neher & Sakmann, 1992; Hille,
2001).

Por otro lado, antes de que los gametos se encuentren, cada uno por separado lleva a cabo
diferentes procesos. En este trabajo nos centraremos unicamente en el gameto masculino, donde
los flujos i6nicos regulan la respiracion celular del espermatozoide, su movilidad (como nada el
espermatozoide) y la capacidad para fecundar al évulo.

3.2.1 Movilidad activada
LLa movilidad de los espermatozoides de mamiferos se activa cuando estos son eyaculados en el
tracto genital femenino, en esta condiciéon las células nadan de forma casi recta, mostrando un
batido flagelar ritmico, simétrico y con baja curvatura. Este movimiento flagelar es necesario
para que el espermatozoide inicie su viaje por el tracto genital femenino y logre llegar a la union
uterotubal (Figura 2 B1) (Turner, 2006; Darszon ef al., 2006, 2011).

Este tipo de movimiento se estimula y regula por la fosforilacion/desfosforilacion de proteinas
flagelares, lo que da como resultado la flexion del axonema, ya que, al fosforilarse los brazos de
dineina, la dineina ATPasa se activa, se da la hidrélisis de ATP y los brazos de dineina interactdan
entre los pares de microtubulos, ocasionando que los microtibulos se deslicen entre ellos.
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Debido a que el axonema se encuentra anclado a la base de la cabeza, el deslizamiento de
microtabulos se traduce en un movimiento ondulatorio del flagelo (Turner, 2006; Darszon et al.,
2000).

3.2.2 Capacitacion
Los espermatozoides recién depositados en el tracto genital femenino son infértiles, en el caso
de los espermatozoides humanos tienen que transcurrir alrededor de tres horas en el tracto para
terminar su maduracion (Lishko, 2016) y después comenzar la competencia para fecundar al
ovulo, a este proceso de maduraciéon se le llama capacitacion (Figura 2 B2). Para lograr una
capacitacion iz vitro se requiere de tres componentes esenciales en el medio: calcio (Ca®"),
bicarbonato (HCO'3) y albumina de suero bovino (Darszon ez al., 2000).

Esta maduracion se ha asociado a la reducciéon del contenido de colesterol que resulta en una
disminucién en la rigidez de la membrana plasmatica y re-arreglos y/o modificaciones en el
contenido de lipidos y proteinas de esta membrana. Adicionalmente, el Vm cambia, ya que los
espermatozoides de mamiferos capacitados se hiperpolarizan, se alcaliniza el pH intracelular
(pH)) y aumentan los niveles de Ca*" intracelular, asi como la permeabilidad a potasio (K*) y los
niveles de segundos mensajeros como AMPc (adenosin monofosfato ciclico), IP3(inositol
trifosfato) y diacilglicerol (Darszon ef al., 2006; Darszon, 2007; Loépez-Gonzalez et al., 2014).

3.2.3 Movilidad hiperactivada
LLa movilidad hiperactivada o hiperactivacion ocurre durante la capacitaciéon y se caracteriza por
un patrén del movimiento flagelar asimétrico que ocurre al aumentar la [Ca®].. Este modo de
batido flagelar permite un movimiento progresivo del espermatozoide en fluidos de ata
viscosidad. Los canales de Ca®" involucrados en esta respuesta fisiologica, son el canal de
membrana plasmatica CatSper y los canales de Ca*" de pozas internas IP;R y RyR (Darszon ¢7 4/,
2011; Lishko ez al., 2011; Singh & Rajender, 2015).

En esta condicién el movimiento cambia pasando de un patrén ritmico, simétrico y con baja
curvatura, nadando de forma casi recta, a flexiones asimétricas amplias, rapidas y vigorosas, las
cuales son necesarias para liberarse de las criptas oviductales para poder avanzar a través del
lumen y alcanzar el ampula y asi se logre dar la fecundacion. La hiperactivaciéon le permite al
espermatozoide llegar hasta el 6vulo, atravesar las células del cimulos ooforus (células de la
granulosa que rodean el ovocito) y posicionarse en la zona pelucida (ZP) (Figura 2 B3). Finalmente
el reconocimiento entre gametos ocurre cuando las membranas plasmaticas del espermatozoide
y del ovocito se unen y fusionan (Olivera e al., 2006; Avenarius ez al., 2009; Darszon et al., 2011,
Lishko e# al., 2011; Lishko, 2010).

3.2.4 Reaccion acrosomal
Este proceso es un prerrequisito para que el espermatozoide logre fecundar al évulo (Sanchez-
Cardenas ez al., 2014). Consiste en la fusiéon de la membrana acrosomal y la membrana plasmatica
del espermatozoide en multiples sitios, lo que ocasiona la liberacién de enzimas liticas (necesarias
para penetrar la capa externa del 6vulo) presentes en la vesicula acrosomal. Durante este proceso
el espermatozoide también expone nuevos componentes de membrana requeridos para que se
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fusione con el 6vulo (Figura 2 B5). Dicha vesicula se deriva del aparato de Golgi y se encuentra
localizada en la parte anterior de la cabeza del espermatozoide (Vacquier, 1998; Olivera ez al,
2006; Darszon et al., 2006, 2011).

La reaccion acrosomal estd orquestada por cambios de permeabilidad i6nica que requiere de Ca**
externo, por esto, a su vez, es estrictamente dependiente del aumento de la [Ca*'];, de un aumento
en el pHi y de cambios en el Vm. (Darszon et al., 2011; Sanchez-Cardenas ez al., 2014).

A re
Ampula
Trompade Falopio . ltsmo (sitio de la fecundacion)
. Utero
(oviducto) l /

/ )

Ovocito  Cuerpo Polar

Ovario

Cervix o
cuello uterino

Vagina Zona Células del

peliicida cimulos

Endometrio

LR

Criptas Oviductales

Figura 2. Diagrama del sistema reproductor femenino humano. A) A la izquierda se muestra la arquitectura y
partes que componen al tracto reproductor femenino. En medio se muestra un corte transversal de las regiones del
itsmo y el ampula donde se muestran las numerosas invaginaciones de estos segmentos. A la derecha se observa el
diagrama de un ovocito, la zona pelicida y las células del camulos ooforus. Imagen modificada de Darszon ez al., 2011.
B) Secuencia de los procesos que sufre el espermatozoide en el tracto reproductivo de la hembra: 1. Activacion. 2.
Capacitacion. 3. Hiperactivacién. 4. Reconocimiento entre gametos. 5. Reaccién acrosomal. 6. Adhesién y 7. Fusion.
Imagen tomada de Olivera ez al., 2000.

3.2.5 Quimiotaxis
LLa quimiotaxis es la habilidad de ciertas células u organismos para determinar la direcciéon de su
locomocion a lo largo de un gradiente de sustancias atrayentes o repelentes (Rojas ez /., 2009).
Este fenémeno de quimiotaxis se da en los espermatozoides, ya que se descubrié que el fluido
folicular atrae a los espermatozoides capacitados. Se ha demostrado que los espermatozoides de
mamiferos expresan receptores olfatorios sensibles a los odorantes, uno de estos receptores
“hOR17-4” se detecté en ADNc (acido desoxirribonucleico complementario) testicular humano
y su agonista bourgeonal (Ci;3HisO) funciona como quimioatractor, la respuesta a este
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compuesto inicia en la pieza media y en segundos viaja a la cabeza, en consecuencia, el
bourgeonal eleva la [Ca®]; (Olivera ef al., 2006; Darszon e al., 2011; Brenker et al., 2012).

El bourgeonal es un odorante que aparentemente no se encuentra en el tracto reproductor
femenino, sin embargo, se cree que puede imitar la funcién de un agonista natural no
identificado. Por otro lado se ha reportado que el liquido folicular solo atrae alrededor del 10%
de la poblacién de espermatozoides, lo que sugiere que existen diferentes mecanismos de

seflalizaciéon o que la concentracion de agonistas naturales en el liquido folicular es muy baja

(Darszon et al., 2011).

Al realizar experimentos in vitro se ha visto que la progesterona (PG) a bajas concentraciones (1
2 100 pmol/L) actia como un quimioatractor de los espermatozoides de mamiferos capacitados,
se cree que de manera in vivo la PG también actia como un quimioatractor, donde el gradiente
es generado por las células de cimulos ooforus, las cuales secretan dicha hormona después de la
ovulacion (Teves ez al., 2006; Guidobaldi ez /., 2008).

3.3 El canal iénico CatSper

El canal catiénico del espermatozoide (CatSper por sus siglas en inglés) es un canal permeable a
Ca™, dependiente del pH, ligeramente dependiente de voltaje, exclusivo de los espermatozoides
y es el principal canal de calcio de estas células (Lobley e7 /., 2003; Darszon e al., 2011; Lishko
et al., 2011; Miller et al., 2016). El canal CatSper se encuentra localizado en la pieza principal del
flagelo (Kirichok ef al., 2006; Darszon et al., 2011; Lishko ez al., 2011). En ausencia de cationes
divalentes, como lo es el calcio, puede conducir cationes monovalentes como sodio (Na™) y cesio
(Cs") (Datszon ¢t al., 2011; Singh & Rajender, 2015).

3.3.1 Estructura
El canal funcional Catsper se forma por el ensamble de 4 subunidades « (alfa) separadas (las
cuales forman el poro permeable) y 5 subunidades auxiliares CatSper  (beta), CatSper vy
(gamma), CatSper & (delta) (Figura 3) (Kirichok ez a/., 2006; Ren & Xia, 2010; Darszon ef al., 2011;
Brenker e al., 2012; Singh & Rajender, 2015; Miller ef al., 2016), CatSper e (épsilon) y CatSper ¢
(zeta) (Chung ez al., 2017).

Cada subunidad o (CatSper 1-4) cuenta con seis segmentos transmembranales (S1-S6). Las
subunidades 1 y 2 son parecidas a aquellas de los canales catiénicos regulados por voltaje, ya que
el cuarto segmento tiene varios residuos cargados positivamente (Arginina/Lisina), lo antetior
explica la ligera dependencia con el voltaje de este canal. Sumado a esto, se ha descrito que
CatSper 1 cuenta con un dominio terminal citoplasmatico grande, rico en histidina, que suele
variar en longitud y secuencia entre especies e incluso entre distintos primates (Lobley ¢ a/., 2003;
Ren & Xia, 2010; Darszon et al., 2011; Singh & Rajender, 2015).

Se han localizado los genes que codifican a las subunidades a en cromosomas de ratones: la
subunidad 1 se encuentra localizada en el cromosoma 19, consta de 12 exones y codifica para
una protefna de 686 aminoacidos, la subunidad 2 se descubri6 en el cromosoma 2 y codifica para
una proteina de 588 aminoacidos, la subunidad 3 se encuentra en el cromosoma 13 y codifica
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para un polipéptido de 295 aminoacidos y la subunidad 4 se encuentra en el cromosoma 4y
codifica para una proteina de 442 aminoacidos (Navarro ez al., 2008).

Con respecto a las subunidades auxiliares, CatSper 3 es una proteina de 126 kDa (kilo Dalton)
que cuenta con dos segmentos transmembranales, dos extremos terminales citoplasmaticos
cortos y un dominio extracelular grande. Ia protefna CatSper y es de 131 kDa con un unico

segmento transmembranal que tiene un parte extracelular grande y una cola citoplasmatica corta
(Ren & Xia, 2010; Darszon ef al., 2011; Singh & Rajender, 2015).

El hecho de que algunas subunidades de CatSper tengan grandes dominios extracelulares sugiere
que posiblemente se modulen por sefiales externas tales como ligandos, interacciones célula-
célula o célula-matriz extracelular durante la maduracion del espermatozoide en el epididimo y/o
en el tracto genital femenino (Darszon ez al., 2011).

La subunidad CatSper 8 cuenta con un solo segmento transmembranal (Darszon ez al, 2011,
Singh & Rajender, 2015) con una topologia similar a la de CatSper vy, sin embargo, ratones
transgénicos que no cuentan con CatSper 8 son infértiles debido a defectos en la hiperactivacion,
por lo cual la expresion de esta subunidad auxiliar es esencial para que el canal CatSper pueda
ser funcional (Darszon ez al., 2011). CatSper e comparte homologia con CatSper & en el extremo
COOH-terminal (Chung ez al., 2017).

Canal CatSper

en Histidina  COOH  NHp COOH NH, COOH COOH COOH COOH

NH,

Figura 3. Estructura del canal CatSper. A la izquicrda se obsetrva la topologia de la proteina CatSper 1, la cual muestra seis
segmentos transmembranales (S1-S06), el cuarto segmento transmembranal contiene residuos cargados positivamente, el asa del
poro y los extremos citoplasmaticos terminales COOH y NHy, el extremo amino cuenta con una region rica en histidina. En la
parte media se ejemplifican las subunidades 2-4, las cuales tienen la misma arquitectura que la subunidad 1 con excepcién de que
carccen de la regién rica en histidina. A la derecha se muestra la topologia de cuatro subunidades auxiliares: CatSper B, CatSper
y, CatSper 8 y CatSper e. La subunidad CatSper { no se ejemplifica en esta imagen. Imagen modificada de Darszon ez a/, 2011

La proteina auxiliar CatSper { es exclusiva de mamiferos y esta involucrada de manera importante
en la funcionalidad del complejo CatSper. Ratones mutantes que carecen de esta subunidad dejan
pasar una menor cantidad de iones Ca**, ocasionando que el flagelo se vuelva mas rigido, lo que
evita que se mueva de manera eficiente en el tracto reproductor de la hembra y disminuye la

capacidad de estos espermatozoides para penetrar el 6vulo (Chung ez al., 2017).

3.3.2 Fisiologia y biofisica
Hasta la fecha, no se ha podido expresar al canal CatSper en sistemas heterélogos, lo cual ha
dificultado su caracterizacion biofisica completa (Lobley e al, 2003; Navarro ef al., 2008,
Darszon et al., 2011), sin embargo, se han hecho grandes avances al estudiar espermatozoides o
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células espermaticas provenientes de ratones y espermatozoides maduros de humanos (Navarro
et al., 2008; Avenarius efal., 2009). Ademas, otro factor importante para lograr estudiar y
comprender el funcionamiento de CatSper ha sido la utilizacién de compuestos capaces de
bloquear al canal (NNC55-0396 y Mibefradil) (Mansell ez a/., 2014).

Por otro lado, al examinar la corriente catibnica monovalente del canal CatSper, definida como
Lcasper, diversos investigadores se dieron cuenta que esta corriente se origina especificamente en
la pieza principal del flagelo, es una cortiente selectiva a Ca*" bajo condiciones fisioldgicas y se
ve altamente potencializada por una alcalinizacién intracelular (Darszon ef al., 2011; Lishko ez al,
2011; Strinker ef al., 2011). Se especula que el dominio NH,-terminal rico en histidina de la
subunidad CatSper 1 esta involucrado en esta potencializacion al actuar como un sensor de pH
(Kirichok et al., 2006; Darszon et al., 2011).

Es importante destacar que por medio de este canal se produce el influjo transmembranal de
Ca™ en los espermatozoides, lo cual, conduce a un aumento de la [Ca™];, este aumento es
indispensable para que se dé la hiperactivacion y otros fenémenos fisiolégicos necesarios para
que el espermatozoide sea fértil y logre realizar la fecundacion. Esto se ha comprobado con
ratones mutantes nulos, los cuales, al carecer de cualquier isoforma de CatSper, son infértiles;
asimismo, mutaciones de las subunidades 1 y 2 en humanos se han asociado con una reduccién
en la movilidad de los espermatozoides (astenozoospermia) y muchas formas anormales de
espermatozoides  (teratozoospermia); estas anomalias suelen aparecer en conjunto
denominandose astenoteratozoospermia (Avenarius ¢z al., 2009; Dohle ez al., 2010; Darszon ef al.,
2011; Singh & Rajender, 2015).

Se ha reportado que la subunidad CatSper 1 es indispensable para penetrar la ZP y lograr
fecundar al 6vulo, ya que los espermatozoides de ratones que carecen de esta subunidad no
logran penetrar la ZP, sin embargo, s pueden fecundar ovocitos libres de la ZP (Avenarius ez al,
2009). Esta subunidad también influye de manera importante en la hiperactivacion del
espermatozoide, puesto que al comparar células normales contra células nulas de CatSper 1 se
observo que el batido flagelar de las dltimas permanecia ritmico, simétrico y con baja curvatura
aun en un medio capacitante, lo cual le impide a estas células seguir migrando hacia la regién
ampular al quedar atrapadas en las criptas oviductales (Ho e a/, 2009; Darszon ez al., 2011).

Estos hallazgos quedan como antecedentes para establecer que CatSper juega un papel crucial
en la fecundacion, tanto para que se dé el fenémeno de hiperactivaciéon como para poder superar
las capas del 6vulo (Darszon ef al., 2011).

3.3.3 Modulacion del Catsper
Estudios anteriores reportan que; diversos factores pueden modular al canal CatSper
potencializando 1a Icusper y por ende conducir a un aumento de la [Ca®*]; en los espermatozoides.
Estos factores capaces de activar al canal son las prostaglandinas, los odorantes, la progesterona
(PG) o la alcalinizacion del pH intracelular (Schaefer ez al., 1998; Darszon et al., 2011; Striinker
et al., 2011; Brenker ez al., 2012; Miller 7 al., 2010).

Las prostaglandinas, la PG y los odorantes producen una respuesta bifasica similar, la cual
consiste en un aumento de la [Ca*]; ripido y transitorio, seguido por una elevacién de la [Ca®*];
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pequena, lenta y sostenida (Striinker e a/., 2011; Brenker ez al., 2012). Se cree que esta respuesta
sostenida se debe a la liberacion de Ca** proveniente de pozas internas (Publicover e al., 2007).

Por otra parte, se ha propuesto que el canal CatSper en humanos también necesita de otras
proteinas y moléculas del espermatozoide para su funcionamiento y regulacion (Figura 4) (Singh
& Rajender, 2015), un ejemplo de esto, es el modelo sugerido a continuacion:

* El equilibrio de Ca** dentro del flagelo depende de la ATPasa de Ca** (bomba de iones
de Ca’" adenosis trifosfatasa) encargada de sacar iones Ca™ al exterior celular e importar
protones (H") al citoplasma y de las bombas en pozas internas (Singh & Rajender, 2015).

* Salida de H" mediada por el canal Hv1 (canal de H" regulado por voltaje) evitando que
el citoplasma flagelar se acidifique, esta exportacion también podria alcalinizar el pHi
(Singh & Rajender, 2015; Miller ez al., 2015).

* El canal KSper encargado de mantener el Vm en la membrana flagelar y de
hiperpolarizar a los espermatozoides durante la capacitacion (Singh & Rajender, 2015;
Miller ez al., 2015). Este canal en humanos es inhibido por la PG, lo cual puede ocasionar
que el espermatozoide se despolarice y por consiguiente se facilite la activaciéon de
CatSper (Mannowetz et al., 2013).

Despolarizacion Hiperpolarizacion

o o o

o Caz
2
Iy
T
&
=
g

o
Ca2* ATPasa Hv1 CatSper KSper

Figura 4. Posibles proteinas involucradas en el funcionamiento y regulacion del canal CatSper humano. Gracias a las
bombas de Ca?* ATPase, encargadas de exportar iones Ca?" al exterior celular e importar H* al citoplasma, se mantiene el
equilibrio de Ca?" dentro del flagelo. El canal Hv1 se encarga de exportar H* al medio extracelular. A través del canal CatSper
entra Ca?* al espermatozoide. Se ejemplifica al canal KSper de ratén, ya que la identidad del Ksper humano ain esta en debate,
este canal tanto en humano como en ratén se encarga de mantener el Vm en la membrana flagelar al exportar iones K+ al
exterior celular, sin embargo, solo el KSper humano patece ser sensible a la [Ca?*];. Los canales Hv1 y CatSper patecen responden
a la despolarizacién de la membrana, esta despolarizacion podtia lograrse mediante la inhibicién de KSper. CatSper puede ser
activado por una alcalinizacién del pHi, la cual podria ser ocasionada por el canal Hv1. Imagen modificada de Miller ez a/., 2015.
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3.3.3.1 Activacion de CatSper inducido por progesterona
La PG es una hormona esteroidea secretada por los cuerpos luteos y las células del caimulos que
rodean al ovocito (Darszon et al., 2011; Strinker ez al., 2011; Brenker ez al., 2012; Miller ez al.,
2016). El aumento de la [Ca*]; inducido por PG es dependiente del calcio extracelular y ocurre
en un tiempo <50 ms, sin embargo, también se cree que puede estar involucrada la liberaciéon de
calcio desde pozas internas (Darszon ef al., 2011).

Lishko, Botchkina y Kirichok en el 2011 demostraron que “la corriente activada por PG es
mediada por CatSper y altamente potencializada por una alcalinizacion intracelular. Esto lo
comprueban al realizar pruebas electrofisiol6gicas donde descubren que la corriente de CatSper
y la corriente activada por PG tienen propiedades idénticas y que al aplicar el inhibidor NNC55-
0396 (caractetizado inicialmente como inhibidor de canales de Ca®* tipo T, actualmente se sabe
que también bloquea al canal CatSper) se bloquean ambas corrientes” (Lishko ez a/, 2011).

Durante el paso del espermatozoide en el tracto genital femenino hasta llegar al sitio donde se
lleva a cabo la fecundacién, estas células detectan el gradiente de la PG liberada por el 6vulo. La
unién de la PG a una hidrolasa en el espermatozoide induce un aumento de la [Ca®*];
desencadenando multiples respuestas fisiolégicas esenciales para la fecundacion, entre ellas, la
hiperactivacion del flagelo, la reaccién acrosomal y la quimiotaxis (Ren & Xia, 2010; Darszon
¢t al., 2011; Lishko ez al., 2011; Strinker ez al., 2011; Miller 7 al., 2016).

Para corroborar si la PG se une directamente al CatSper o de manera indirecta a un blanco
separado de este canal, Miller y colaboradores en el 2016 inhibieron farmacolégicamente la serina
hidrolasa metabolica (mSH). Eligieron esta enzima porque participa en el metabolismo de los
fosfolipidos y endocannabinoides y la PG al unirse a un blanco separado del canal CatSper inicia
la sefializacion de lipidos dentro de la membrana plasmatica del espermatozoide, lo cual conduce
a la activacion de CatSper. Al inhibir mSH se elimino la activacion del CatSper y los cambios de
la movilidad inducidos por la PG, sin embargo, no se observo ningtn efecto sobre la actividad
basal de CatSper(Miller e al., 2016).

Todo lo anterior respalda la idea de que la PG actda de manera indirecta sobre el canal. Otra
prueba que respalda esta idea es que al realizar una extraccién de la mSH por “western blot”
(técnica utilizada para identificar proteinas especificas en una mezcla de diferentes proteinas) no
se encontrd ninguna subunidad del canal CatSper, por otro lado, es importante mencionar que
la prostaglandina E1 (PGE1) actia de manera normal sobre CatSper incluso al inhibirse

previamente la mSH, lo cual indica que posiblemente tenga un efecto directo sobre el canal
(Millet e al., 2016).

Anterior a este descubrimiento se demostré que los endocannabinoides son sustratos de mSH
(Long & Cravatt, 2011). Al evaluar de manera extracelular la familia de los endocannabinoides,
se encontrd que solo el 1-araquidonilglicerol (AG1) y 2-araquidonilglicerol (AG2) inhiben la
Icassper, lo cual indica que probablemente las colas hidréfobas de los araquidonilgliceroles (AGs)
sean las responsables de tener un efecto sobre CatSper (Miller e7 al., 2016).

Miller y colaboradores en el 2016 observaron que las AGs se encuentran en grandes cantidades
en la membrana plasmatica de los espermatozoides humanos y mantienen a CatSper cerrado. La
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cantidad de AGs se reduce drasticamente al estimular con PG, lo cual parece indicar que la PG
actda a través de la mSH para eliminar los AGs de la membrana plasmatica (Miller ez a/., 2016).

Se identificaron dos posibles candidatos pertenecientes a una gran familia de mSH: 1 hidrolasa
amida de acido graso (FAAH) y ABHD2. La primera de estas hidrolasas se descarto, ya que al
hacer pruebas electrofisiolégicas inhibiendo FAAH y afiadiendo su sustrato nativo AEA no
cambia Icasper, 10 que sugiere que ni la inhibicién ni la activacion de esta mSH afecta a CatSper
(Miller ez al., 2016).

Por otro lado, ABHD2 es una molécula de 425 aminoacidos con un dominio transmembranal y
uno extracelular que se encuentra presente en el espermatranscriptoma humano, por lo cual se
expresa de manera funcional a nivel de ARNm en el espermatozoide humano. También se
encuentra confinado al mismo compartimiento celular donde se encuentra el CatSper, esto es en
la pieza principal del flagelo. El grupo de Miller realizé experimentos para confirmar que
ABDH2 se encuentra en el flagelo del espermatozoide y se une de manera especifica a la PG. La

inactivacion de esta mSH suprimi6 el flujo de calcio activado por PG en los flagelos analizados
(Miller e al., 2016).

Lo anterior parece indicar que la activacion del canal CatSper comienza por la unién de la PG a
su receptor no genémico ABHD2, al darse esta uniéon se elimina al inhibidor endégeno
endocannabinoide araquidonilglicerol de la membrana del espermatozoide. Por lo anterior, este

evento es el responsable de la hiperactivacion de los espermatozoides y por lo tanto vital para la
fertilidad de estas células (Miller ez a/., 2016).

Por dltimo, se cree que la membrana plasmatica de los espermatozoides también debe tener un
mecanismo de retroalimentacioén para la inactivacion del CatSper, este puede consistir en que se
estén produciendo constantemente AGs para mantener cerrado al CatSper (Miller ez a/., 2016).

3.4 Accion de toxinas polipeptidicas sobre canales i6nicos

Los venenos biologicos son sustancias nocivas producto del metabolismo de un organismo vivo,
cuya funcién es incapacitar a su presa o lograr defenderse de sus depredadores. LLos venenos
generalmente contienen sales inorganicas, pequefias moléculas organicas y una amplia gama de
proteinas de alto peso molecular, incluidas las enzimas, sin embargo, los péptidos bioactivos
ricos en cisteina (<50 residuos de aminoacidos) y los polipéptidos (50-100 residuos) son los
componentes mas abundantes que se encuentran en estas secreciones toxicas. Muchos de estos
compuestos polipeptidicos presentan una alta afinidad quimica por una diversidad de canales
i6nicos. El término mas general de toxinas se aplica a substancias que pueden ser moléculas
pequenas (< 500 Da), péptidos, polipéptidos o proteinas (King ef al, 2008, 2015; Kalia ez al.,
2015; Picones, 2015).

Desde hace mucho tiempo los venenos y sus componentes polipeptidicos han tomado
importancia por su tamafo y estructura compacta. Por lo general estas estructuras se estabilizan
por puentes ricos en disulfuro, lo cual les proporciona propiedades fisicoquimicas
capacitandolos para resistir la degradacion enzimatica y la eliminacién por diferentes tejidos.
Cabe resaltar que se han reconocido como modificadores muy potentes de la funcién y altamente
selectivos de los canales i6nicos (Figura 5). Por lo anteriormente mencionado pueden usarse como
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farmacos potenciales o como herramientas farmacoldgicas que ayuden a revelar estructuras y
funciones biofisicas de canales i6nicos a los que se unen o modifican (King e al., 2008; Bagal
et al., 2013; King et al., 2015; Picones, 2015).

En general, las toxinas tienen dos formas de actuar sobre los canales, la primera es bloqueando
el poro, por lo cual se inhibe el flujo de iones al unirse a la parte externa o dentro del poro
conductor. En la segunda opcion, la toxina interactia con una region del canal que altera la

conformacién funcional de este dltimo, por ende, el mecanismo de activacion se ve alterado
(Kalia et al., 2015).

3.4.1 Accioén sobre CatSper
Histéricamente las toxinas de escorpiones, arafias, anémonas, serpientes, ranas, peces globo e
insectos se han utilizado para obtener informacién sobre la funcién, estructura y sensibilidad
farmacoldgica sobre canales voltaje-dependientes y activados por ligando, incluyendo canales de
potasio (Kv), sodio (Nav) y Ca** (Cav)(Kalia e a/, 2015).

King y colaboradores en el 2015 reportaron que los venenos de serpientes, arafias, caracoles
coénicos y en general todos los reptiles venenosos tienen el potencial para bloquear canales de
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Figura 5. Blancos de toxinas de diferentes animales. En la figura se muestra la acciéon que tienen las toxinas de diferentes
animales sobre los canales iénicos. Los venenos de los animales localizados en los numeros 1, 2, 3 y 8 actdan sobre canales de
Sodio (Na*), el nimero 4 son venenos de animales que tienen accién sobre canales de potasio (K*), el nimero 5, donde se
encuentra el recuadro verde, son venenos de animales que tienen accién sobre canales de Ca®*, se encuentran marcados con un
recuadro porque en este trabajo nos interesan los venenos capaces de bloquear canales de Ca?*, el numero 6 son venenos que
actian como antagonistas del receptor nicotinico y el nimero 7 son venenos que actian como antagonistas del receptor
muscarinico. Imagen tomada de King et al., 2015.
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Ca* (Figura 5) (King ef al., 2015). Por lo cual las toxinas bioldgicas procedentes de estos venenos
podrian llegar a bloquear al canal CatSper.

3.5 Fluorescencia como herramienta para estudiar canales i6nicos

La fluorescencia se produce cuando una sustancia se excita por radiacién luminosa, donde
algunos atomos y moléculas pueden absorber luz a una longitud de onda particular y después de
un extremadamente breve intervalo emite fotones de mayor longitud de onda (Sampedro ez a/,
1995; Davidson, 2015). La fluorescencia en muestras bioldgicas se produce por el marcado del
espécimen con moléculas fluorescentes conocidos como “fluorocromos o fluoréforos”, con los
cuales se realiza una tincion selectiva de los componentes de la célula (Sampedro ez al., 1995).

Una estrategia utilizada para estudiar los canales i6nicos ha sido el utilizar fluorocromos que
detecten selectivamente cambios en la concentracién de un ion en particular. Actualmente
existen moléculas fluorescentes capaces de detectar cambios en la [Ca®"];, en la concentracion
intracelular de sodio ([Na'];), en el potencial de hidrégeno (pH), en el Vm, entre otros (Darszon,
2007).

Usando estas moléculas fluorescentes se puede obtener informacién muy valiosa sobre flujos
i6nicos en poblaciones de espermatozoides, sin embargo, cuando se utilizan para medir
intensidades de fluorescencia no se sabe con exactitud dénde ocurren los cambios idnicos
dentro de la célula (Darszon, 2007).

3.5.1 Técnica de fluorometria automatizada de alto rendimiento
El uso de tecnologias automatizadas con fluoréforos para el registro de la actividad de canales
i6nicos ha sido de suma importancia para encontrar farmacos capaces de modificar la actividad
de estos canales i6nicos. Los experimentos realizados en este trabajo fueron mediante ensayos
de alto rendimiento o HTS por sus siglas en inglés (high-throughput screening), ya que esta
técnica ofrece una alta produccién de datos experimentales, sin menoscabo en sensibilidad,
precision, solidez y reproducibilidad de los resultados (Kalia ez 4/, 2015; Picones et al., 2010).

Para estos ensayos se han desarrollado diversos equipos, entre ellos se encuentra el lector de
microplacas de alto rendimiento automatizado, FlexStation3® (Molecular Devices, Sunnyvale,
California, USA). Este equipo cuenta con un pipeteador de 8 o 16 canales que permite la adicién
de reactivos durante el experimento a microplacas de 96 o 384 pozos, ademas, contiene un
sistema optico doble, el cual puede operar por encima o por debajo de la microplaca. Este lector
puede realizar mediciones 6pticas de absorbancia, intensidad de fluorescencia, polarizacion de
fluorescencia, luminiscencia y de fluorescencia a lo largo del tiempo.

3.6 Venenos de serpientes

Dentro de los animales vertebrados esta el grupo de los reptiles, el cual incluye cuatro 6rdenes:
Testudines (tortugas), Crocodylia (cocodrilos), Sphenodontia (tuataras) y Squamata (lagartos,
lagartijas y serpientes) (Reptiles | Biodiversidad Mexicana).

Dentro de las serpientes se encuentra la familia Elapidae (‘Tabla 1), la cual se alimenta de lagartijas
y serpientes de menor tamafio. Los venenos de estas serpientes se encuentran compuestos
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principalmente por neurotoxinas que ocasionan la paralisis de sus presas. Estos venenos pueden
estar compuestos por a-neurotoxinas pertenecientes a una familia de proteinas sin actividad
enzimatica denominadas toxinas de tres dedos (3FTx), de las cuales, el 40% de todas las 3FTx
secuenciadas se encuentran en esta familia (Kini & Doley, 2010; Neri ef al, 2014; Kalia 7 al.,
2015).

Las 3FTx son polipéptidos (60-74 residuos de aminoacidos) Taxonomia
que muestran una gran variedad de efectos biologicos debido Reino Animalia
a que se pueden unir a diferentes receptores. Un efecto
especifico de las a-neurotoxinas es inhibir la contraccion ~ Phylum Chordata
muscular, esto se debe a que estas toxinas se unen al receptor  Subphylum Vertebrata
nicotinico de acetilcolina, impidiendo la unién del S A
. . . . ase auropsida
neurotransmisor, al impedir esta unién la membrana
muscular no se despolatiza y por ende no se da la  Orden Squamaa
contraccion. Ejemplo de esto es la muerte por asfixia, que  Suborden Serpentes
ocurre cuando la parilisis alcanza al diafragma y se detienela .. Elapidae

respiracion. Los sintomas pueden presentarse desde 20

. P . . Tabla 1. Taxonomia correspondiente a
minutos hasta 20 horas después de la mordedura (Kini & la familia de serpientes Elapidac
DOle, 2010; Neti e# d/., 2014) (Fernandez Alamo &  Rivas, 2007,

Biodiversity explorer)
LLa composicion y los mecanismos que ocasionan la variacion

en los venenos aun son poco comprendidos, es por ello que, atn, representan un campo de
investigaciéon muy grande y relevante para la medicina, biologfa, farmacologia e inmunologfa,
entre otros (Neti e al.,, 2014).
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4 Justificaciéon

Los canales i6nicos son elementos clave durante la sefializacion celular. En los espermatozoides
se ha demostrado que existen dos canales i6nicos imprescindibles para que ocurra la
fecundacion, el permeable a calcio CatSper y el permeable a potasio KSper; ambos canales se
expresan de manera exclusiva en el espermatozoide (Darszon ez al, 2011; Lishko ez al., 2011;
Lishko, 2016).

Este trabajo de tesis se centra justamente en la identificacién de una posible toxina de naturaleza
polipeptidica, capaz de inhibir la actividad del canal CatSper, exclusivo del espermatozoide

humano.

La identificacion de un agente farmacoldgico con las caracteristicas mencionadas anteriormente
podria sentar las bases para el potencial desarrollo de un principio activo para un anticonceptivo
masculino no hormonal y reversible.

5 Hipotesis
Dada la alta potencia y selectividad farmacoldgica de fracciones polipeptidicas procedentes del
veneno de serpientes sobre canales i6nicos, es posible identificar alguna(s) de ellas capaz(ces) de

actuar como bloqueadores del canal iénico de calcio CatSper, especifico del espermatozoide
humano.

6 Objetivos

6.1 General

Identificar inhibidores del canal de Ca** CatSper, utilizando fracciones polipeptidicas
provenientes de venenos de serpientes de la familia Elapidae analizando la respuesta a
progesterona (PG) mediante la técnica de fluorometria automatizada de alto rendimiento en
poblaciones de espermatozoides humanos.

6.2 Particulares
® Realizar un tamizaje de fracciones polipeptidicas (FPs) de venenos de 14 especies de
elapidos, midiendo cualitativamente los cambios en la concentraciéon de calcio
intracelular ([Ca®"])) inducidos por PG y prosiguiendo el analisis solamente con aquellas
fracciones que disminuyen la respuesta a PG (“HITS”).

*  Evaluar el cambio en la [Ca*]; basal inducido por la sola incubacién con las fracciones
denominadas “HITS”.

* Determinar la dependencia con la concentracion de los “HITS” sobre los cambios de la
[Ca**]; inducidos por PG.
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7 Materiales y métodos

7.1 Reactivos

Solucién Poly-L-lysina: Polimero de aminoacidos cargados positivamente utilizado

para promover la adhesién de los espermatozoides a las microplacas (Sigma-Aldrich).

Utilizada al 0.01% para los experimentos.

Flu04-AM (C51H50F2N2023):
fluorescente permeable a las células, sensible

Molécula

a los cambios de la [Ca®"]; (Figura 6), su pico
maximo de excitacion se da a los 495nm y el
de emisién a los 516 nm (Invitrogen, 2011)
(Thermo Fisher Scientific). Concentracion
utilizada para los experimentos [4 pM].

Progesterona (PG, CH30O): Hormona
esteroidea femenina producida y liberada por
los ovarios, especificamente por los cuerpos
lateos y las células del cimulus que rodean al
(Sigma-Aldrich).
utilizada ~ para  los

ovocito  (Figura  7)
Concentracion
experimentos [5 uM].

Ionomicina (CuH7OyCa): Antibidtico

ACOHZCO\(\N
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Flgura 6. Estructura quimica del Fluo4-AM.
Imagen tomada de http://www.sigmaaldrich.com

Figura 7. Estructura quimica de la progesterona.
Imagen tomada de http://www.sigmaaldrich.com

para bacterias Gram-positivas producido por Streptonyces conglobatus (Figura 8), en células

de mamiferos actia como un potente ionéforo de Ca**

, el cual induce un influjo maximo

de este ion a través de la membrana plasmatica (Alomone labs). Concentracién utilizada

para los experimentos [10 uM].

Mibefradil (Mb, CxH3IFN;O; - 2HCI - xH>O): Compuesto que bloquea canales de
Ca™ tipo T y al canal CatSper (Figura 9). Bloqueador utilizado como control positivo

(Sigma-Aldrich). Concentracién utilizada para los experimentos [40 pM].

Figura 8. Estructura quimica de la ionomicina.
Imagen tomada de http://www.alomone.com

Hac:o/\f0 F
S

CHy HaC™ CHs
«2HCI *xH0

Figura 9. Estructura quimica del mibefradil.
Imagen tomada de http://www.sigmaaldrich.com
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7.2 Obtencion de las muestras de semen

Los espermatozoides humanos se obtuvieron por masturbaciéon de donadores sanos (de 18-30
afios) con al menos 48 horas de abstinencia sexual y cumpliendo con los parametros de
normalidad de una muestra de semen establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS): volumen = 1.5 ml, pH = 7.2, concentraciéon espermatica = 15 millones de células por
ml, nimero total de espermatozoides = 39 millones de células por eyaculado, movilidad total
(progresivos y no progresivos) = 40%, movilidad progresiva = 32% y con una viabilidad = 58%
(WHO, 2010; Sarabia & Munuce, 2011).

Aparte de los parametros anteriormente mencionados, se establecieron dos requerimientos
adicionales: 1) concentraciéon espermatica = 30 millones de células por mly 2) que dichas células
mostraran un aumento de la [Ca®"]; al estimular con PG.

7.3 Obtencion de espermatozoides moviles

Las muestras de semen se colocaron en una incubadora durante 30 min a 37 °C con una
atmosfera de 5% de COy, en este tiempo se llevo a cabo el proceso de licuefaccion (la muestra
pasa de una consistencia viscosa a liquida gracias a la acciéon de la proteina fibrinolisina presente
en el liquido eyaculador) lo que permite la adecuada movilidad de los espermatozoides (Alvarez
Montoya et al., 2000).

La selecciéon de los espermatozoides viables se hizo a través de la técnica de “swim-up”. Esta
técnica consistié en colocar 600 pl de semen previamente licuado en el fondo de los tubos de
ensayo, los tubos se colocaron en una gradilla con una inclinacién de 45° y se adicioné gota por
gota 1 ml de medio Ham’s F-10 (Sigma-Aldrich) no capacitante, el cual contenfa: piruvato de
sodio 0.11 g/1, rojo fenol 0.0013 g/1, HEPES 20 mM y 2 mM de cloruro de Ca** (CaCly).
Posteriormente, los tubos se colocaron en una incubadora durante una hora en las mismas

condiciones mencionadas anteriormente.

Transcurrido dicho tiempo de incubacion se recuperd el sobrenadante de cada tubo (el cual
contenia los espermatozoides moviles) y se realizé el conteo de células por ml con la ayuda de la
camara Makler (de New York Microscope Company Inc). Dependiendo de cada donador el
numero de células variaba, sin embargo, siempre se ajusté a una concentracion de 30 millones
de células por ml.

7.4 Incubacion de células con el fluoréforo

Los espermatozoides recuperados en el sobrenadante (méviles y viables) se incubaron 45
minutos con Fluo4-AM [4 uM] (Thermo Fisher Scientific). Pasado el tiempo de incubacién se
centrifugaron las células a 600 g durante 3 minutos, se retir el sobrenadante y el pellet se
resuspendi6 en 820 ul de medio de registro humano (MRH) el cual contenia (en mM): 5 D-
Glucosa, 20 Hepes, 4 KCl, 10 Lactato de Sodio, 1 MgCl,, 120 NaCl, 25 NaHCOs, 1 Piruvato de
Sodio y 2 CaCly, el pH se ajust6 a 7.4 con NaOH. Este medio se us6 para mantener a las células
en condiciones lo més parecidas a las fisiolégicas durante el experimento.
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7.5 Mediciéon de la intensidad de fluorescencia usando el equipo
FlexStation3®
Los cambios de la [Ca®"]; en los espermatozoides humanos se midieron con ayuda del Lector de

microplacas de alto rendimiento automatizado, FlexStation3® (Molecular Devices, Sunnyvale,
California, USA).

Los espermatozoides se sembraron en microplacas BRAND transparentes de 96 pozos de fondo
plano (tratadas previamente con poli-L-lisina 0.01%) a una densidad de ~3x10°/50 pl. La
programaciéon del equipo y la adquisicién de datos se realizé con el software SoftMax ® Pro
(Molecular Devices, Sunnyvale, California, USA).

El fluoréforo se excité a los 488 nm y la emision se midié a 525 nm. El instrumento realizo
mediciones de la intensidad de fluorescencia del fondo de la microplaca cada 2 segundos por al
menos 370 segundos.

7.6 Aumento en la [Ca®*]; en respuesta a la PG en presencia o ausencia de
fracciones polipeptidicas (FPs)

El protocolo general de estimulacién con PG para inducir un aumento de la [Ca*']; consistié en
medir la fluorescencia basal durante 30 segundos, posteriormente el equipo efectu6 la adiciéon de
PG [5 uM] y monitored los cambios en la intensidad de fluorescencia durante 220 segundos,
finalmente a los 250 segundos adicioné ionomicina [10 uM] registrando la fluorescencia durante
120 segundos mas (Figura 10). El efecto de las FPs se evalud pre-incubando estas fracciones a una
[6.7 ug/ml] durante 5 minutos previos al registro en el equipo automatizado. Cada condicién se
evalué con 2-4 donadores diferentes por duplicado.

En experimentos con esta condicion de estimulacion con PG solamente se analizé la respuesta
transitoria, midiendo el valor maximo (pico) de la respuesta a PG (ejemplificado a la derecha, en
la parte superior de la Figura 10).

Una vez identificadas las FPs que produjeron una disminucién en el aumento de la [Ca®"]i en
respuesta a la PG (“HITS”), se realiz6 la dependencia con la concentraciéon de las mismas FPs
utilizando el mismo protocolo, es decir, las llamadas relaciones o curvas Dosis-Efecto. Las dosis

evaluadas fueron:

(67 g/ml]
[6.7 ug/ml]
[0.67 ug/ml]
[

[

0.067 pug/ml]
0.006 pg/m]

7.7 Cambio en la [Ca**]; basal inducido por la incubacién de las FPs.

El registro del cambio en la [Ca*]; basal inducido por la incubacién de las FPs consistié en medir
la fluorescencia basal durante 30 segundos, posteriormente el aparato efectud la adicion de las
FPs deseadas [6.7 pg/ml] y se midieron los cambios durante 300 segundos en la intensidad de
fluorescencia ocasionados por la sola incubacién de la FP y finalmente a los 330 segundos el

Péginaz 8



multilector adicioné ionomicina [10 uM] registrando la fluorescencia durante 120 segundos mas.
Cada condicién se evalué con 2-4 donadores diferentes por duplicado (Figura 10).

Dicho protocolo sélo se llevé acabo con las FPs que ejercieron una disminucién en el aumento
de la [Ca®"]; por la estimulacién con PG, a las que llamamos “HITS”. Del mismo modo solo se
evalu6 el cambio en la [Ca®"]; a diferentes concentraciones en los HITS que mostraron una

dependencia con la concentracion.
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Figura 10. Medicién de la intensidad de fluorescencia usando el equipo FlexStation3® y normalizacion de los datos. A
la izquierda se muestra el equipo FlexStation3®. En la parte central se muestran las cinéticas que arroja el software del equipo, la
grafica supetior cotresponde a la medicién del aumento en la [Ca"]; en respuesta a la PG en presencia o ausencia de las FPs, la
grafica inferior corresponde al registro del cambio en la [Ca?*]; basal inducido por la incubacién de las FPs. Posteriormente los
datos se normalizaron con el software DrugSearchware (la amplitud de la fluorescencia (AF) se normalizé respecto a la
fluorescencia basal (F),,), utilizando ionomicina como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,,,.=100%)), el cual nos resume
la informacién en las graficas mostradas a la derecha. Este software analiza la respuesta transitoria (pico) y sostenida inducida por
PG, también mide los cambios de fluorescencia inducidos por la sola incubacién de la FP durante 20 segundos a diferentes tiempos
(extra 1 indica los cambios de fluorescencia a los 60 segundos de incubacidn, extra dos indica los cambios a los 180 segundos de
incubacién y sostenido indica los cambios a los 300 segundos de incubacién de la FP analizada).

7.8 Controles internos
* Respuesta basal (tB): A lo largo de este experimento unicamente se adicion6 MRH en
lugar de aplicar una FP o PG, para demostrar que las células no suftian cambios en la
intensidad de fluorescencia con el medio fisiolégico (MRH).

= Respuesta a progesterona (tPG): Respuesta de los espermatozoides a la estimulacion
con PG en ausencia de alguna FP o compuesto. El promedio del valor maximo (pico)

Péginaz 9



de la intensidad de fluorescencia de dicho control se utiliz6 como la maxima respuesta a
la progesterona que se obtiene en condiciones fisiolégicas.

= Respuesta a PG en presencia de bloqueador (tfPG/Mb): Respuesta a la PG donde
los espermatozoides se pre-incubaron con un agente bloqueante del canal CatSper y de
canales de Ca** (Mibefradil 40 uM), bajo estas condiciones se observé un aumento de la
[Ca®*]i en respuesta a la PG del 40% aproximadamente. Cabe aclarar que durante el
tiempo de incubacién el Mb por si solo aumenta la [Ca®*]; por lo cual se registré la
fluorescencia durante 30 segundos después del tiempo de incubacién y posteriormente
se adiciond la PG, el registro correspondiente a estos 30 segundos se normalizé a O
unidades de fluorescencia y a partir de este 0, se midié cuanto aument6 la fluorescencia
en respuesta a la PG.

* Respuesta al bloqueador Mibefradil (Mb): Respuesta de los espermatozoides al
adicionar el agente Mibefradil [40 uM], bajo esta condicion se observé un aumento de la
[Ca2+]i del 20-35% aproximadamente.

7.9 Compuestos a ensayar

Las 245 fracciones polipeptidicas utilizadas en este trabajo se obtuvieron de una biblioteca
desarrollada por el Laboratorio Nacional de Canalopatias (LaNCa) en colaboracién con el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM (IBT). Dicha biblioteca constaba de aproximadamente
900 fracciones, pertenecientes a diferentes venenos de animales ponzofiosos (tarantulas,
alacranes y serpientes). Estas FP se aislaron por el Biol. Héctor Cardoso Torres, mediante
Cromatografia Liquida de Alta Presién en Fase Reversa (RP-HPLC, por sus siglas en inglés). Los
venenos se proporcionaron por los Doctores Lourival Possani, Alejandro Alagén y Gerardo
Corzo, del IBT.

Las FP se almacenaron en stocks a una concentraciéon 0.2 pg/ul en MRH. Partiendo de este
stock se prepararon diferentes concentraciones dependiendo del experimento. La dosis
manejada para evaluar por primera vez las FPs fue [6.7 pg/ml] y las dosis que se manejaron para
evaluar la dependencia con la concentraciéon o las llamadas curvas Dosis-Efecto fueron:

(67 pg/ml]
(6.7 pg/ml]

= [0.67 pg/ml|
[
[

0.067 pg/ml]
0.006 pg/ml]

7.10 Analisis de datos

Los resultados de los experimentos se obtuvieron a través del software SoftMax®Pro del equipo
FlexStation3® y se exportaron en formato de archivos de texto sin formato (*.txt). Estos
archivos se importaron al programa DrugSearchware (Pérez-Ortega & Picones, 2010)
desarrollado por el Laboratorio Nacional de Canalopatias, donde se realizé la normalizaciéon de
los datos obtenidos anteriormente (Figura 10).
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LLa normalizacién se calcula de la siguiente forma:

(F + Fmin)

Resp.Normalizada =
Frnax = Fmin
Donde:
F = Valor maximo de la respuesta transitoria a PG sola, FP sola o respuesta en presencia
de ambos

Fmin= Fluorescencia basal de cada experimento partiendo de cero unidades de fluorescencia

(AF/F0-1)

Fmax = Maxima intensidad de fluorescencia (100%) producido por la adicién de ionomicina.
Todos los valores reportados en porcentaje son respecto a este valor.

El programa arroja un documento Excel del paquete Office (Microsoft) donde nos da los valores
indicados anteriormente de cada pozo analizado y el promedio de aquellos registros
correspondientes a condiciones experimentales iguales (repeticiones).

Adicionalmente se elaboré una base de datos en Excel, la cual contenfa los registros de las 245
FPs analizadas y todos los registros de los controles utilizados por experimento.

Los resultados obtenidos al finalizar el analisis de datos son el promedio * su error estandar de
2-4 donadores diferentes por cada compuesto.

7.11 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el programa GraphPad Prism 6 aplicando un ANOVA de
una via con un test post hoc de Dunnett, donde se compard la respuesta de los espermatozoides
a la PG en ausencia de algin compuesto (tPG) contra la respuesta a la PG de cada FP pre-
incubada [6.7 pg/ml]. Para analizar la dependencia con la concentracion de los HITS
encontrados se volvié a aplicar un ANOVA de una via, pero ahora realizando un test post hoc
de Tukey. Se consideré como resultado estadisticamente significativo p=0.05 (¥), p<0.01 (*¥),
p=0.001 (***), Las graficas se produjeron con el programa Sigma Plot 13.0.

Adicionalmente se realizo un anilisis estadistico de los controles (ver APENDICE 1: Analisis

estadistico de controles).
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8 Resultados

Los experimentos se realizaron con espermatozoides no capacitados, puesto que la Dra. Loza
en el LaNCa (resultados no publicados) realiz6 experimentos con la misma estrategia
experimental usada en esta tesis, donde compar6 la sefial de calcio inducida por PG de
espermatozoides capacitados y no capacitados. Ella encontré que al realizar los experimentos
con este sistema utilizando el multilector de microplacas no existen diferencias significativas
entre espermatozoides capacitados y no capacitados, por lo cual para realizar un estudio mas
rapido y practico se decidio utilizar espermatozoides no capacitados.

De la misma manera, los espermatozoides no soportaban encontrarse mucho tiempo pegados al
fondo de la placa, puesto que perdian su viabilidad o morfan, por tal motivo todos los
experimentos se dividieron en dos partes y el equipo solamente evaluaba dos columnas a la vez.
Estas medidas se tomaron para evitar que cada experimento durara mas de 13 minutos y se
evaluara la misma FP con el mismo donador por duplicado.

Una vez bien estandarizados los protocolos se procedié a medir de manera directa la accion del
canal CatSper, midiendo los cambios de la [Ca*]; inducidos por PG en presencia de las FPs. Al
realizar este procedimiento se observo claramente una cinética bifasica de la [Ca*]; producida en
respuesta a la PG (Striinker e7 a/., 2011; Brenker e7 al., 2012). En este trabajo solamente se evalu6
la respuesta transitoria, la cual le denominamos pico maximo de la respuesta a PG (control PG
= 89.71£1.4% de fluorescencia con respecto al 100% establecido con ionomicina). El valor
presentado en los resultados corresponde al promedio de este pico, el cual es la maxima respuesta
a PG que se produce en una poblaciéon de espermatozoides en presencia de cierta FP.

En total se analizaron 245 FPs pertenecientes a venenos de serpientes de la familia Elapidae, las
cuales se obtuvieron a partir de dos procesos de fraccionamiento por RP-HPLC de los venenos.
Del primer fraccionamiento se obtuvieron 200 FPs pertenecientes a venenos de 14 especies de
cuatro géneros diferentes, mientras que en el segundo se obtuvieron otras 45 FPs (distintas a las
200 FPs anteriores) de cinco elapidos ya analizados anteriormente, mediante el primer
fraccionamiento (véase Tabla 2).

Puesto que los fraccionamientos de las FPs se realizaron en diferentes épocas se evaluaron en
dos tamizajes diferentes. Cada fraccion se evalué por duplicado con al menos tres donadores
diferentes (excepto aquellas fracciones cuya cantidad era insuficiente), teniendo un total de seis
resultados para cada FP. El analisis estadistico y experimental solamente se siguié con aquellos
resultados que provenian de al menos 3 donadores diferentes.

Los controles representados en las siguientes graficas corresponden al promedio de cada uno *
su error estandat: B, tPG, rPG/Mb y Mb. Debido a que esto es un ensayo de alto rendimiento,
al aplicar la estadistica se tomaron todos los datos de la muestra que estuvieron dentro del
intervalo de confianza del 95% para el analisis estadistico (ver APENDICE 1: Analisis estadistico de
controles). Posteriormente se realiz6 un analisis estadistico aplicando un ANOVA de una via con
un test post hoc de Dunnett, el cual compara el control rPG contra cada fraccion.

Pagina 3 2



Tabla 2. Lista de serpientes utilizadas para realizar los tamizajes de FPs.

Especie FPs por spp  FPs por spp

Familia Género (spp) 1° tamizaje 2° tamizaje
Ophiophagus hannah 13
Walterinnesia aegyptia 13
Bungarus multicinetus 20
haje 1
annulifera 11
siamensis 17 10
Elapidae
nivea 12
kaouthia 14 6
Naja pallida 11
nigricollis 10
melanolenca 19 12
oxiana 16
nubiae 14 9
mossambica 19 8
Total 4 14 200 45

8.1 Primer tamizaje: Medicion del aumento de la [Ca*]i en respuesta a la PG
Como se observa en la figura 11, del primer tamizaje de las FPs a una concentraciéon de [6.7
ug/ml], tan solo 1.5% de los compuestos (3/200 FPs) provocaron una disminucién
estadisticamente significativa de la respuesta a PG (disminucién en la fluorescencia de calcio
intracelular), estas FPs se denominaron “HITS”, barras amarillas; mientras que 19% (38/200
FPs) mostraron una potencializaciéon de dicha respuesta (aumento de la fluorescencia)
estadisticamente significativa, barras rosas (Figura 11). Para un mejor analisis y entendimiento de
los resultados de este primer tamizaje se describiran los resultados por especie.

8.1.1  Ophiophagus Hannah
El veneno de esta serpiente se fraccion6 en 13 FPs, de las cuales el 43% (6/13) mostraron una
potencializaciéon estadisticamente significativa sobre la respuesta a la PG. Estas fracciones
potenciadoras fueron: 25.8a (39 £ 9.3%,; p<0.01), 25.8b (30 * 3.2%; p<0.05), 28.4 (48 £ 9.6%;
p<0.001), 29.4 (36 £ 9.6%; p<0.01), 30.6 (31 + 8.1%; p<0.05) y 32.6 (57 £ 18.6%; p<0.001)
(Figura 12). A pesar de ello, todas las FPs de esta especie, excepto la 31.4, mostraron una tendencia
a potencializar la respuesta a la PG, aunque este aumento no fue estadisticamente significativo.
Algunas FPs no cuentan con una barra de error estandar debido a que el experimento se realizé
con menos de tres donadores, esto se debi6 a que la cantidad de dicha fraccion era insuficiente.
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Figura 11. Primer tamizaje. Efecto de diferentes FPs sobre las respuestas a la PG en espermatozoides humanos. L.os
espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM] se incubaron con las diferentes FPs [6.7 pg/ml] durante 5 minutos y
posteriormente se registré el cambio de la [Ca?*]; en respuesta a la PG. La barra en color negro representa al control rB, la de color
rojo al tPG y la azul tPG/Mb. La linea amarilla indica el promedio de la tPG vy el recuadro gris su error estindar. Las barras amarillas
representan a las FPs (IN. mossambica 23.1, 34.5 y N.nubiae 21.4) que produjeron una disminucién estadisticamente significativa de dicha
respuesta “HITS”. Por el contratio, las barras de color rosa corresponden a las FPs que potencializaron la entrada de Ca®* en respuesta
ala PG. Las barras representan el promedio * error estaindar del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto
a la fluorescencia basal (I),,), utilizando ionomicina como el maximo de intensidad de fluorescencia (F),.»=100%). n = 2-4 donadores
diferentes por duplicado. *, ** y #** para valores p < 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.
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La FP 31.4 fue la Gnica que mostré una disminucion del 11 £ 11.33% del aumento transitorio
de la [Ca™]; en respuesta a la PG. A pesar de que este decremento no fue estadisticamente
significativo se analizo la relacién Dosis-Efecto de la fraccion, encontrando asi que no hay una

dependencia con la dosis, al no encontrar dicha dependencia se decidié no mostrar los resultados
3
graficamente.
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Figura 12. FPs del veneno de O.hannah potencializan el aumento de la [Ca?']; inducido por PG. A) Los
espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 pg/ml] durante 5 minutos
y posteriormente se registré el cambio de la [Ca2*]; en respuesta a la PG. Las barras representan el promedio % error estindar
del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (F,;,), utilizando ionomicina
como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,,,=100%). n=2-4 donadores diferentes por duplicado. *, ** y *** para

valores p < 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. B) Imagen de la serpiente O. Hannah, tomada de http://reptile-
database.reptarium.cz.

8.1.2  Walterinesia aegyptia

El veneno de esta serpiente se fraccion6 en 13 FPs, de las cuales el 43% (6/13) mostraron una
potencializacién estadisticamente significativa sobre la respuesta a la PG. Estas fracciones
potenciadoras fueron: 23.2 (41 * 15.2%; p<0.05), 23.5 (36 * 8.5%; p<0.05), 24.9 (35 £ 17.5%;
p<0.05), 26.1 (44 £ 37.1%; p<0.01), 26.5 (48 + 23.4%; p<0.01) y 28.5 (46 £ 22.1%; p<0.01)
(Figura 13). A pesar de que todas las FPs de esta especie mostraron una tendencia a potencializar
la entrada de calcio a las células, este aumento no fue estadisticamente significativo, con
excepcion de las FPs mencionadas anteriormente.
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FP de Walterinesia aegyptia [6.7 pyg/iml]
Figura 13. FPs del veneno de W. aegyptia potencializan el aumento de la [Ca?*]; inducido por PG. A) Los
espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 ug/ml] durante 5 minutos y
posteriormente se registrd el cambio de la [Ca?*]; en respuesta a la PG. Las barras representan el promedio * error estindar
del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (F,;,), utilizando ionomicina
como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,,=100%). n=2-4 donadores diferentes por duplicado. * y ** para valores
p < 0.05y 0.01, respectivamente. B) Imagen de la serpiente W. aegyptia, tomada de http://reptile-database.reptarium.cz.
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8.1.3  Bungarus multicinctus
El veneno de esta serpiente se fraccion6é en 20 FPs, sin embargo, ninguna tuvo un efecto
estadisticamente significativo, ya que la variacioén en la fluorescencia no fue muy diferente a la
obtenida con el control tPG (Figura 14).

w1 A
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RespuestaaPG 5 M (%)

B PGPGMb263 266 273 281 291 30 306 311 331 315 319 324 335 338 34 345 35 353 368 36

FP de Bungarus multicinctus [6.7 pg/mi]

Figura 14. FPs del veneno de B. multicinctus no afectan el aumento de la [Ca?*]; inducido por PG. A) Los
espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 pg/ml] durante 5 minutos y
posteriormente se registrd el cambio de la [Ca®f|; en respuesta a la PG. Las barras representan el promedio * error estandar
del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (I),), utilizando ionomicina
como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,,»=100%). n=3-4 donadores diferentes por duplicado. B) Imagen de la
serpiente B. multicinetus, tomada de http:/ /reptile-database.reptarium.cz.

8.1.4  Naja haje

El veneno de esta serpiente se fraccion6 en 11 FPs, de las cuales el 45% (5/11) mostraron una
potencializaciéon estadisticamente significativa sobre la respuesta a la PG. Estas fracciones
potenciadoras fueron: 27.5 (30 £ 15.6%; p<0.05), 28.4 (38 £ 13.5%; p<0.01), 29.4 (38 = 7.97%;
p<0.05), 30.6 (31 £ 6.8%; p<0.05) y 31.4 (44 £ 3.2%; p<0.01) (Figura 15). A pesar de que todas
las fracciones de esta especie mostraron una tendencia a potencializar la respuesta a la PG, este
aumento no fue estadisticamente significativo, con excepcion de las FPs mencionadas
anteriormente.
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Figura 15. FPs del veneno de Naja haje potencializan el aumento de la [Ca2']; inducido por PG. A) Los
espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 ug/ml| durante 5 minutos y
posteriormente se registré el cambio de la [Ca®*]; en respuesta a la PG. Las barras representan el promedio T error estandar
del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (F),;,), utilizando ionomicina
como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,,,=100%). n=3-4 donadores diferentes por duplicado. * y ** para valores
p < 0.05y 0.01, respectivamente. B) Imagen de la serpiente N. Jaje, tomada de http://reptile-database.reptarium.cz.
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8.1.5  Naja annulifera

El veneno de esta serpiente se fraccion6 en 11 FPs, de las cuales el 9% (1/11) mostraron una
potencializacién estadisticamente significativa sobre la respuesta a la PG. Esta fraccion
potenciadora fue: 30.1 (36 + 24.9%; p<0.05) (Figura 16). A pesar de que todas las fracciones de
esta especie mostraron una tendencia a potencializar la respuesta a la PG, este aumento no fue
estadisticamente significativo, con excepcion de las FP mencionada anteriormente. Algunas FPs
no cuentan con una barra de error estaindar debido a que el experimento se realiz6 con menos
de tres donadores, esto se debio a que la cantidad de dicha fraccién era insuficiente.
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Figura 16. FPs del veneno de Naja annulifera potencializan el aumento de la [Ca?*]; inducido por PG. A) Los
espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 ug/ml] durante 5 minutos y
posteriormente se registré el cambio de la [Ca®*]; en respuesta a la PG. Las barras representan el promedio * error estandar
del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (I,;,), utilizando ionomicina
como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,,=100%). n=2-4 donadores diferentes por duplicado. * para valor p<0.05.
B) Imagen de la serpiente N. annulifera, tomada de http://calphotos.berkeley.edu.

8.1.6  Naja siamensis
El veneno de esta serpiente se fraccion6 en 17 FPs, de las cuales el 53% (9/17) mostraron una

potencializacién estadisticamente significativa sobre la respuesta a la PG. Estas fracciones
potenciadoras fueron: 23.8 (37 * 5.5%; p<0.05), 28.8a (47 * 13.1%; p<0.01), 28.8b (40 *
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Figura 17. FPs del veneno de Naja siamensis potencializan el aumento de la [Ca?*]; inducido por PG. A) Los
espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 pg/ml] durante 5 minutos y
posteriormente se registré el cambio de la [Ca?*]; en respuesta a la PG. Las barras representan el promedio T error estindar
del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (I,;,), utilizando ionomicina
como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,,,=100%). n=3-4 donadores diferentes por duplicado. *, ** y *** para
valores p < 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. B) Imagen de la serpiente N. siamensis, tomada de http://reptile-
database.reptarium.cz.
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13.0%; p<0.05), 30.6 (41 = 19.9%; p<0.05), 32.4 (37 = 6.2%; p<0.05), 33.7 (33 = 21.2%;
p<0.05), 34.1 (54 + 16.2 %; p<0.001), 34.4a (34 £ 17.3%,; p<0.05) y 34.4b (34 £ 6.3%; p<0.05)
(Figura 17). A pesar de que todas las fracciones de esta especie mostraron una tendencia a
potencializar la respuesta a la PG, este aumento no fue estadisticamente significativo, con
excepcion de las FPs mencionadas anteriormente.

8.1.7  Naja nivea

El veneno de esta serpiente se fraccioné en 12 FPs, de las cuales el 33% (4/12) mostraron una
potencializacion estadisticamente significativa sobre la respuesta a la PG. Estas fracciones
potenciadoras fueron: 22.5a (56 & 23.6%; p<<0.001), 26.6 (30 £ 4.1%; p<0.05), 27.3 (41 £ 15.8%;
p<0.01) y 29.9 (67 + 5.9%; p<0.001) (Figura 18). A pesar de que todas las fracciones de esta
especie mostraron una tendencia a potencializar la respuesta a la PG, este aumento no fue
estadisticamente significativo, con excepcion de las FPs mencionadas anteriormente. Algunas
FPs no cuentan con una barra de error estandar debido a que el experimento se realizé con
menos de tres donadores, esto se debid a que la cantidad de dicha fraccién era insuficiente.
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FP de Naja nivea [6.7 pg/ml]

Figura 18. FPs del veneno de Nazja nivea potencializan el aumento de la [Ca?*]; inducido por PG. A) Los
espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 pug/ml] durante 5 minutos y
posteriormente se registré el cambio de la [Ca®"]; en respuesta a la PG. Las barras representan el promedio % error estandar
del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (I,;,), utilizando ionomicina
como el maximo de intensidad de fluorescencia (I,,=100%). n=2-4 donadores diferentes por duplicado. *, ** y *** para
valores p < 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. B) Imagen de la serpiente N. nivea, tomada de
http:/ /www.biodiversityexplorer.org.

8.1.8 Naja kaouthia

El veneno de esta serpiente se fraccioné en 14 FPs, de las cuales el 21% (3/14) mostraron una
potencializacién estadisticamente significativa sobre la respuesta a la PG. Estas fracciones
potenciadoras fueron: 23.5 (44 £ 9.2%; p<<0.001), 32.6 (55 * 40.0%; p<<0.01) y 32.8 (45 £ 14.1%;
p<0.05) (Figura 19). Algunas FPs no cuentan con una barra de error estindar debido a que el
experimento se realizé con menos de tres donadores, esto se debié a que la cantidad de dicha
fraccion era insuficiente. En el caso de esta especie no se observo alguna tendencia de las FPs a
potencializar o disminuir la respuesta a la PG.

Con respecto a la FP 23.1 fue la Gnica que mostro una disminucion del 10 & 20.5% del aumento
de la [Ca™]; en respuesta a la PG. A pesar de que este decremento no fue estadisticamente
significativo se analiz6 la relacién Dosis-Efecto de la fraccion, encontrando asi que no existe una
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dependencia con la concentracion, al no encontrar dicha dependencia se decidié no mostrar los

resultados graficamente.

2000 A

Respuestaa PG 5pM (%)
3 @
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I I
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o
1

rB  PGrPG/Mb22.4 23.1 235 261 26.8 27.2 27.8 28.4a28.4b 30.7 315 322 326 328
FP de Naja kaouthia [6.7 pg/ml]

Figura 19. FPs del veneno de Naja kaouthia afectan de manera diferencial el aumento de la [Ca?*]; inducido por PG.
A) Los espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 pg/ml] durante 5
minutos y posteriormente se registr6 el cambio de la [Ca?*]; en respuesta a la PG. Las barras representan el promedio * error
estandar del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (F),), utilizando
ionomicina como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,»=100%). n=2-4 donadores diferentes por duplicado. *, ** y
ek para valores p < 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. B) Imagen de la serpiente N. £aouthia, tomada de http://reptile-
database.reptarium.cz.

8.1.9  Naja pallida

El veneno de esta serpiente se fraccion6 en 11 FPs, de las cuales el 18% (2/11) mostraron una
potencializacién estadisticamente significativa sobre la respuesta a la PG. Estas fracciones
potenciadoras fueron: 22b (40 £ 6.3%; p<<0.01) y 25.1 (36 * 18.8%; p<0.05) (Figura 20). Algunas
FPs no cuentan con una barra de error estandar debido a que el experimento se realizé con
menos de tres donadores, esto se debi a que la cantidad de dicha fracciéon era insuficiente. En
el caso de esta especie, fuera de las FPs mencionadas anteriormente, la variacién en la
fluorescencia no fue muy diferente a la obtenida con el control tPG.
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FP de Naja pallida [6.7 pg/ml]

Figura 20. FPs del veneno de Naja pallida afectan de manera diferencial el aumento de la [Ca2*]; inducido por PG.
A) Los espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 pug/ml] durante 5
minutos y posteriormente se registré el cambio de la [Ca2*]; en respuesta a la PG. Las barras representan el promedio * etror
estandar del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (F,,;,), utilizando
ionomicina como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,»=100%). n=2-4 donadores diferentes por duplicado. *, ** y
ek para valores p < 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. B) Imagen de la serpiente N. pallida, tomada de http://reptile-
database.reptarium.cz.
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8.1.10 Naja nigricollis
El veneno de esta serpiente se fraccioné en 10 FPs, de las cuales el 10% (1/10) mostraron una
potencializacién estadisticamente significativa sobre la respuesta a la PG. Esta fraccion
potenciadora fue: 29.3 (33 £ 17.3%; p<0.05) (Figura 21). A pesar de que todas las fracciones de
esta especie mostraron una ligera tendencia a potencializar la respuesta a la PG, este aumento no
fue estadisticamente significativo, con excepcion de la FP mencionada anteriormente.
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Figura 21. FPs del veneno de Naja nigricollis potencializan el aumento de la [Ca?*]; inducido por PG. A) Los
espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 pg/ml] durante 5 minutos y
posteriormente se registré el cambio de la [Ca?*]; en respuesta a la PG. Las barras representan el promedio £ error estaindar
del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (F,,;,), utilizando ionomicina
como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,,=100%). n=3-4 donadores diferentes por duplicado. * para valor p<0.05.
B) Imagen de la serpiente N. #igricollis, tomada de http:/ /www.biodiversityexplorer.otg.

8.1.11 Naja melanolenca
El veneno de esta serpiente se fraccioné en 19 FPs, de las cuales el 5% (1/19) mostraron una
potencializacion estadisticamente significativa sobre la respuesta a la PG. Esta fraccion
potenciadora fue: 26.9 (50 + 6.7%; p<<0.001) (Figura 22). En el caso de esta especie no se observo
una tendencia a que todas las FPs potencializaran o disminuyeran la respuesta a la PG.

160 A A-

Fekk

Respuestaa PG 5pM (%)

B rPGIPG/MIZ1Ba21.8b 236 245 248 254 26.1 269 27.5 203 266 287 303 304 31 3.2 36 32 324
FP de Naja melancleuca [6.7 ug/ml]

Figura 22. FPs del veneno de Naja melanoleuca afectan de manera diferencial el aumento de la [Ca2*]; inducido
por PG. A) Los espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 pg/ml]
durante 5 minutos y postetiormente se registré el cambio de la [Caf]; en respuesta a la PG. Las barras representan el
promedio T error estandar del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal
(Eoyin), utilizando ionomicina como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,,=100%). n=3-4 donadores diferentes por
duplicado. *** para valor p<0.001. B) Imagen de la serpiente N. welanolenca, tomada de http:/ /reptile-database.reptarium.cz.
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Por otro lado, cuatro FPs mostraron una disminucién del aumento de la [Ca*']; en respuesta a la
PG, estas fracciones fueron: 30.3 (11 £ 6.6%), 30.4 (9 £ 3.4%), 32 (24 = 10.0%) y 32.4 (13 £
8.6%), sin embargo, este decremento no fue estadisticamente significativo. A pesar de ello se
analiz6 la relacion Dosis-Efecto de 1a FP 32.4, pues fue la tnica fracciéon que alcanzaba para
dicho analisis, sin embargo, los resultados obtenidos muestran que no existe una dependencia
con la dosis, al no encontrar dicha dependencia se decidi6 no mostrar los resultados
graficamente.

8.1.12 Naja oxiana
El veneno de esta serpiente se fraccioné en 16 FPs, sin embargo, ninguna tuvo un efecto
estadisticamente significativo sobre la respuesta a la PG, ya que la variacién en la fluorescencia
no fue muy diferente a la obtenida con el control rPG (Figura 23).
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Figura 23. FPs del veneno de Naja oxiana no afectan el aumento de la [Ca2']; inducido por PG. A) Los
espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 ug/ml] durante 5 minutos y
posteriormente se registré el cambio de la [Ca?*]; en respuesta a la PG. Las barras representan el promedio % error estandar
del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (F),;,), utilizando ionomicina
como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,,=100%). n=3-4 donadores diferentes por duplicado. B) Imagen de la
serpiente Naja oxiana, tomada de http://reptile-database.reptarium.cz.

8.1.13 Naja nubiae
El veneno de esta serpiente se fraccion6 en 14 FPs, de las cuales el 7% (1/14) mostraron una
disminucién estadisticamente significativa sobre la respuesta a la PG. Esta fraccion, de ahora en
adelante también denominada “HIT” fue: 21.4 (39 £ 5.5%; p<<0.001) (Figura 24 Ay B).

Se analiz6 la relacion Dosis-Efecto de este “HIT” (Figura 24 C) y se observo que no existe una
dependencia con la dosis, aunque el analisis arrojo la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre las concentraciones [0.67ug/ml] y la [6.7ug/ml] (P<0.05).

A pesar de que todas las fracciones de esta especie mostraron una ligera tendencia a disminuir la
respuesta a la PG, este decremento no fue estadisticamente significativo, con excepcion del
“HIT” encontrado. Las FPs que mostraron un mayor decremento en el aumento de la [Ca*']; en
respuesta a la PG fueron: 25.9 (8 * 3.6%), 29.7 (16 £ 4.1%), 30.1 (16 = 12.7%), 31 (13 £ 8.3%)
y 31.6 (5 = 10.2%)).
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Figura 24. FPs del veneno de Naja nubiae disminuyen el aumento de la [Ca?*]; inducido por PG. A) Los
espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 pM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 ug/ml] durante 5 minutos
y posteriormente se registré el cambio de la [Ca?*]; en respuesta ala PG. Las barras representan el promedio T error estandar
del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (F,;,), utilizando ionomicina
como el maximo de intensidad de fluorescencia (F),,»=100%). n=3-4 donadores diferentes por duplicado. *** para valor
p<0.001. B) Imagen de la serpiente N. nubiae, tomada de http://calphotos.berkeley.edu. C) Relacién Dosis-Efecto de la
FP N. nubiae 21.4. La metodologia seguida corresponde a la descrita anteriormente, sin embargo, en este caso la FP se
incubo a diferentes concentraciones. El asterisco rosa indica que la respuesta de cierta concentracion es estadisticamente
diferente a la dosis mas alta.

8.1.14 Naja mossambica
El veneno de esta serpiente se fraccion6 en 19 FPs, de las cuales el 11% (2/19) mostraron una
disminucion estadisticamente significativa sobre la respuesta a la PG. Estas fracciones, de ahora
en adelante también denominadas “HITS” fueron: 23.1 (24 + 3.9%; p<0.05) y 34.5 (24 + 8.7%;
p<0.05) (Figura 25 Ay B).

Se analiz6 la relacién Dosis-Efecto de ambas fracciones. Con respecto a la fraccion 23.1 (Figura
25 C) se obtuvo que no existe una dependencia con la dosis, mientras que la fraccion 34.5 (Figura
26 A y B) muestra una dependencia con la dosis. El analisis de este ultimo “HIT” mostré la
existencia de una disminucion de la respuesta a la PG estadisticamente significativa y dependiente
de la dosis.

Al comparar todas las dosis del “HIT” 34.5 contra el control rPG solamente las dosis mas altas
mostraron una disminucién estadisticamente significativa, estas dosis que disminuyeron el
aumento transitorio de la [Ca*']; en respuesta a la PG fueron: [67ug/ml] (35 + 10.2%; p<0.05)
y [6.7ug/ml] (24 £ 8.7%; p<0.05). Sin embargo, también se encontrd que la respuesta de las
dosis [0.0067pg/ml] y [0.067pg/ml] son estadisticamente diferentes a la dosis mas alta.
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Figura 26. FPs del veneno de Naja mossambica disminuyen el aumento de la [Ca2?*]; inducido por PG. A) Los
espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con las diferentes FPs [6.7 ug/ml] durante 5 minutos y
posteriormente se registrd el cambio de la [Ca?*]; en respuesta a la PG. Las barras representan el promedio % error estandar del
cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (I,), utilizando ionomicina como
el maximo de intensidad de fluorescencia (I,»x=100%). n=2-4 donadores diferentes por duplicado. * para valor p<0.05. B)
Imagen de la serpiente N. mossambica, tomada de http://reptile-database.reptatium.cz. C) Relacién Dosis-Efecto de la FP N.
mossambica 23.1. La metodologia seguida corresponde a la descrita anteriormente, sin embargo, en este caso la FP se incubo a
diferentes concentraciones.
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Figura 25. Fraccién 34.5 del veneno de Naja mossambica muestra una relacion Dosis-Efecto al disminuir el aumento
de la [Ca?*]; inducido por PG. Los espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM], se incubaron con diferentes dosis
de la FP 34.5 ([67 pg/ml], [6.7 png/ml], [0.67 ug/ml], [0.067 pg/ml] y [0.0067 ng/ml]) durante 5 minutos y posteriormente se
registrd el cambio de la [Ca2*]; en respuesta a la PG. A) Cinéticas de la respuesta a PG en presencia de la FP N. wossambica 34.5
a diferentes concentraciones (con un solo donador), donde se observa una dependencia con la dosis. B) Relacién Dosis-Efecto
de la FP NN. mossambica 34.5, se observa una dependencia con la dosis. Los cuadrados representan el promedio £ error estandar
del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (F),;,), utilizando ionomicina
como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,..=100%). n=3-4 donadores diferentes por duplicado. * para valor p<0.05.
Los asteriscos rosas indican que la respuesta de cierta dosis es estadisticamente diferente a la dosis mas alta [67 pug/ml].

A pesar de que todas las fracciones de esta especie mostraron una tendencia a disminuir la
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respuesta a la PG, este decremento no fue estadisticamente significativo, con excepcion de los
“HITS” encontrados. Las FPs que mostraron un mayor decremento en el aumento de la [Ca*'];
en respuesta a la PG fueron: 25.6 (16 £ 6.0%), 26.4 (23 + 8.9%), 29.1 (26 * 0.4%), 30.8 (17 £
0.2%), 31.2 (20 = 3.6%), 31.6 (12 = 2.4 %), 33.8 (15 £ 5.3%), 34 (21 £ 8.1%) y 34.6 (12 £
1.7%). Sin embargo, sélo se analiz6 la relacion Dosis-Efecto de cuatro FPs (31.6, 33.8, 34 y
34.6) pues fueron las fracciones cuyas cantidades atn alcanzaban para realizar dicho analisis, a
pesar de ello, los resultados obtenidos muestran que no hay una dependencia con la dosis. Al
no encontrar dicha dependencia se decidié no mostrar los resultados graficamente.

8.2 Primer tamizaje: Medicion del cambio de la [Ca**]; basal inducido por la
incubacion de las FPs

El cambio en la [Ca*]; basal inducido por la incubacién de las FPs sélo se analiz6 con los “HITS”

de N. mossambica (FPs 23.1 y 34.5) y algunas fracciones que mostraron una ligera disminucion

estadisticamente no significativa. En total fueron 8 FPs a una concentracién de [6.7ug/ml]

sometidas a este protocolo, es decir, el 4% (8/200) de las fracciones del primer tamizaje (Figura

27).

En este caso sélo se aplicaron dos controles; rB (respuesta basal donde sélo se coloc6 MRH) y
Mb (donde se adiciond el agente bloqueante Mibefradil). Respecto al primer control (rB), hubo
una ligera disminucién en la fluorescencia al momento de que el equipo adiciono MRH, por tal
motivo se cree que dicho decremento se debe a un artefacto de adicion, ya que el equipo al
momento de adicionar cualquier compuesto al pozo puede levantar algunas células del fondo de
la microplaca, lo que hace que disminuya la fluorescencia, por lo anterior, este fenémeno no se
interpreta como una disminucién real y efectiva de la [Ca®"]; de la poblacién de espermatozoides
analizada.
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Figura 27. Efecto de diferentes FPs sobre la [Ca?*]; basal en espermatozoides humanos. Se registr6 el cambio de la
[Ca2*]; en espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 pM] en presencia de las FPs [6.7 ug/ml] que disminuyeron la
respuesta a PG durante 20 segundos después de 1, 3 y 5 minutos de iniciada la incubacién. Los puntos tepresentan el promedio
+ error estandar del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (F).),
utilizando ionomicina como el maximo de intensidad de fluorescencia (F,,=100%). n = 3-4 donadores diferentes por
duplicado. Se muestra dos controles; la respuesta basal sin adicionarle ningtin compuesto (Rb) y el bloqueador Mibefradil (Mb).
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Por otro lado, al analizar el efecto que tienen el Mb en el aumento de la [Ca**]; en respuesta a la
PG se observo que esta solo aumenta alrededor del 40%, lo cual es una disminucion significativa
de la respuesta, sin embargo, al analizar la respuesta basal de los espermatozoides al Mb se
observo que por si solo induce un aumento en la fluorescencia del 20-35%. Este aumento indica
que el compuesto induce una entrada de calcio a las células sin ningin otro estimulo. Para evitar

efectos combinados el Mb nunca se utilizé en combinacién con cualquiera de las FPs analizadas.

Al analizar las ocho fracciones, solamente N. &aouthia (N .ka) 23.1 aumento la fluorescencia basal
(Figura 27), el resto de las FPs no mostraron cambios significativos respecto al control rB. Estas
fracciones fueron: O. Hannah (O. ha) 31.4, N. mossambica (N. mo) 31.6, 23.1, 33.8, 34, 34.5 y 34.6.

Ya que el “HIT” IN. mossambica 34.5 mostr6 una dependencia con la concentracion al evaluar
el aumento de la [Ca*]; en respuesta a la PG, se procedio a evaluar el cambio en la [Ca*]; basal
a diferentes dosis a lo largo de diferentes tiempos durante el periodo de incubacién (Figura 28).
El efecto de esta fraccion se caracterizo por mostrar una disminucién no significativa de la
fluorescencia a cualquier dosis.

60 —
1 min
] 3 I'I'I!I"I
40 4 w S min
T
= é
w20
uy
(1]
=
(=]
s +
— i
o & é i
T
-
20 - 1
-40

r Mb 0.0067 0.067 0.67 6.7 67

FP N. mossambica 34.5 [ pg/ ml ]

Figura 28. Relacion Dosis-Efecto del cambio en la [Ca?*]; basal en presencia de la FP N. mossambica 34.5. Se registré
el cambio de la [Ca?"|; basal en espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 pM], en presencia de las FP N. mossambica a
diferentes dosis ([67 ug/ml], [6.7 ng/ml], [0.67 pug/ml], [0.067 pg/ml] y [0.0067 pg/ml]) durante 20 segundos después de 1,3 y
5 minutos de iniciada la incubacién. Los puntos representan el promedio * error estandar del cambio en la amplitud de la
fluorescencia (AF) normalizada respecto a la fluorescencia basal (F,,;), utilizando ionomicina como el maximo de intensidad de

/

fluorescencia (F,»=100%). n = 2-4 donadores diferentes por duplicado.

En el caso de la concentracién mas baja [0.0067 ug/ml] se observé claramente cémo se recupera
la fluorescencia con el paso del tiempo. Al cabo de los cinco minutos de incubacién con la FP
34.5 la fluorescencia regresa al estado basal reportado en los primeros 30 segundos de lectura.
Con respecto a las siguientes tres concentraciones también se observé una disminucion de la
fluorescencia, sin embargo, esta disminucién no logro regresar al estado basal con el paso del
tiempo.

A pesat de lo antetior mencionado, la concentracién més alta [67 pg/ml] tuvo un efecto diferente
en estas poblaciones de espermatozoides, ya que, a pesar de que disminuye la fluorescencia, esta
disminucioén es ligeramente mayor a la del control rB y se mantiene, puesto que no se observaron
cambios significativos con el paso del tiempo.
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8.3 Segundo tamizaje: Medicion del aumento de la [Ca2*]; en respuesta a la PG
Como se menciond anteriormente, debido a que la cantidad de cada una de las FPs analizadas
en el primer tamizaje que mostraron algin efecto era muy poca y solo alcanzoé para realizar las
pruebas anteriormente mencionadas, se realiz6 un segundo fraccionamiento de algunos venenos
(IN. nubiae, N. mossambica, N melanolenca, N. kaouthia y IN. siamensis), por lo cual, se realizé un
segundo tamizaje con estas nuevas FPs midiendo de nuevo el aumento de la [Ca*"]; en respuesta
a la PG en presencia de las nuevas FPs (Figura 29).

N.siamensis 16 (33.76-35.20)
N.siamensis 15 (33.30-33.76)
N.siamensis 14 (31.20-32.69)
N.siamensis 13 (30.40-31.30)
N.siamensis 12 (28.90-30.40)
N.siamensis 11 (28.12-28.90)
N.siamensis 10 (26.90-28.12)
N.siamensis 8 (23.22-24.70)
N.siamensis 7 (22.50-23.22)
N.siamensis 6 (22.02-22.50)
N.melanoleuca 18 (31.19-32.12)
N.melanoleuca 17 (30.69-31.19)
N.melanoleuca 16 (30.20-30.69)
N.melanoleuca 15 (29.50-30.20)
N.melanoleuca 14 (28.92-29.50)
N.melanoleuca 13 (27.59-28.92)
N.melanoleuca 12 (26.16-27.59)
N.melanoleuca 11 (25.39-26.16)
N.melancleuca 9 (23.56-24.59)
N.melanoleuca 8 (23.26-23.56)
N.melanoleuca 7 (21.80-23.26)
N.melanoleuca 6 (20.30-21.80)
N.kaouthia 10(32.92-33.50)
N.kaouthia 7 (28.75-30.35)
N.kaouthia 6 (27.70-28.75)
N.kaouthia 4 (23.22-24.55)
N.kaouthia 3 (22.45-23.22)
N.kaouthia 2 (21.80-22.45)
N.mossambica 12(35.20-36.50)
N.mossambica 11 (34 - 35.20)
N.mossambica 9 (32.33-33.40)
N.mossambica 8 (31.10-32.22)
N.mossambica 7 (30.60-31.10)
N.mossambica 6 (30.00-30.60)
N.mossambica 3 (22.20-23.80)
N.mossambica 2 (20.80-22.10)
N.nubiae 12 (32.65-33.35)

N. nubiae 11(31.20-32.65)
N.nubiae 10 (30.20-31.20)
N.nubiae 9 (29.30-30.20)
N.nubiae 7 (25.40-26.62)
N.nubiae 6 (22.55-25.40)
N.nubiae 5 (23.75-24.55)
N.nubiae 4 (22.80-23.75)
N.nubiae 3 (21.30-22.80)
rPG/Mb

PG

B

Fracciones polipetidicas [6.7ug/ml]

0 20 40 60 80 100 120 140

Respuestaa PG 5 uM (%)

Figura 29. Segundo tamizaje. Efecto de diferentes FPs sobre la respuesta a la PG en espermatozoides humanos.
Los espermatozoides humanos cargados con Fluo 4 [4 uM] se incubaron con las diferentes FPs [6.7 pg/ml] durante 5 minutos
y posteriormente se registr6 el cambio de la [Ca?*]; en respuesta a la PG. La barra en color negro representa al control £B, la
de color rojo al tPG y la azul claro tPG/Mb. La linea roja indica el promedio de la tPG vy el recuadro gris su error estindar.
Las barras representan el promedio * error estandar del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF) normalizada respecto
a la fluorescencia basal (Fnin), utilizando ionomicina como el maximo de intensidad de fluorescencia (Fimax=100%). n = 3-4
donadores diferentes por duplicado.
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En este caso ninguna fraccién mostré una potencializaciéon o disminucion estadisticamente
significativa, sin embargo, se analiz6 la dependencia con la concentracion de la FP N. wossambica
11 (A pesar de no ser significativo, esta FP a una [6.7 png/ml] disminuyé 19 £ 4.18% la respuesta
a PG), ya que engloba a la fraccion 34.5, que en el anterior fraccionamiento disminuyo la
respuesta a la PG y mostro una dependencia con la dosis.

En la grafica Dosis-Efecto perteneciente a la fraccion N. mossambica 11 (Figura 30 A) se observa
que la concentracién mas alta [67 pg/ml] (45 £ 0.01%; p<0.01) es estadisticamente diferente del
control rPG. A pesar de ser la unica fraccion que mostré una diferencia estadisticamente
significativa, visualmente podemos observar una ligera dependencia de la dosis, ya que se ve una
disminucién en la fluorescencia de las medias de las tres concentraciones mas altas.

Con respecto al cambio en la [Ca®]; basal se observé una disminucién de la fluorescencia al
adicionar todas las concentraciones con excepcion de la concentracién mas alta [67 pg/ml], en
este caso la fluorescencia fue aumentado con el paso del tiempo, hasta llegar a aumentar casi
20% a los 5 minutos de incubacion con la fraccion N. mossambica 11 (Figura 30 B).

A B
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rB Mb  0.0067 0.067 0.67 6.7 67
B PG rPG/Mb 0.0067 0.067 067 6.7 67
FP N. mossambica 11 (34-35.20) [ug/mL] FP N. mossambica 11 (34-35.20) [pg/ ml]

Figura 30. Relaciones Dosis-Efecto de la FPs NN. mossambica 11 (34-35.20). Los espermatozoides humanos cargados
con Fluo 4 [4 pM], se incubaron con diferentes dosis de la FP 34.5 ([67 pg/ml], [6.7 pg/ml], [0.67 pg/ml], [0.067 ug/ml] y
[0.0067 ng/ml]). Los puntos representan el promedio + error estindar del cambio en la amplitud de la fluorescencia (AF)
normalizada respecto a la fluorescencia basal (F,;,), utilizando ionomicina como el maximo de intensidad de fluorescencia
(Fx=100%). n=3-4 donadores diferentes por duplicado. A) Relacién Dosis-Efecto sobre la respuesta a la PG en
espermatozoides humanos al pre-incubar con la FP N. mossambica 11 durante 5 minutos y posteriormente se registréd el cambio
de la [Ca?*]; en respuesta a la PG, se observa una ligera dependencia con la dosis. Los asteriscos negros indican que la respuesta
de dicha dosis es estadisticamente diferente al control tPG. B) Relacién Dosis-Efecto del cambio en la [Ca2*]; basal en presencia
de diferentes dosis de la FP N. mossambica 34.5 durante 20 segundos después de 1, 3 y 5 minutos de iniciada la incubacion. **
para valor P < 0.01.
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9 Discusion

El movimiento de i6nes a traves de la membrana de los espermatozoides es capaz de regular el
nado de estas celulas y por ende su capacidad para fecundar al évulo (Darszon, 2007). El flujo
de Ca® a través de la membrana plasmatica de estas células se da principalmente a través del
canal i6nico CatSper. Estudios anteriores reportan que el aumento de la [Ca®"]; inducido por PG
es necesario para que se desencadenen multiples respuestas fisiologicas necesarias para la
fecundacion. (Ren & Xia, 2010; Darszon e7 al., 2011; Lishko ez al., 2011; Strinker ef al., 2011).
Este aumento inicia por la unién de la PG a su receptor no genémico (localizado en la membrana
plasmatica, a diferencia de los situados en el citosol). Se ha propuesto que este receptor es una

serina hidrolasa, cuyo sustrato son los endocannabinoides, y que la actividad de esta enzima
libera a CatSper de la inhibicién (Miller ez a/., 2016).

El que CatSper sea exclusivo de los espermatozoides e indispensable para la fecundacion, lo
convierte en un blanco ideal para atacarlo farmacolégicamente y poder desarrollar tanto un

anticonceptivo masculino como un medicamento que potencialice la fertilidad masculina (Lishko
et al., 2011; Lishko, 2016; Martins Da Silva ez al., 2017).

Por lo anteriormente mencionado, el presente trabajo se enfoc6 en medir la [Ca®']; en respuesta
a la PG en espermatozoides no capacitados, buscando un agente capaz de bloquear dicha
respuesta y en consecuencia la funcionalidad del canal CatSper.

El descubrimiento de nuevos farmacos es un proceso largo, costoso y de alto riesgo (Martins Da
Silva et al, 2017). El numero de toxinas biolégicas disponibles para bioensayos se ha
incrementado de manera significativa en los ultimos afios (Kalia e a/., 2015), lo que ha dado lugar
a tener sentido el utilizar ensayos de alto rendimiento (HTS) para abarcar el mayor numero de
toxinas posibles en un mismo experimento.

En el caso de este trabajo fue posible evaluar 245 FPs en el lapso de un afo, ya que los
experimentos se realizaron mediante un ensayo de alto rendimiento con el equipo FlexStation

3% el cual funciona de manera automatizada.

La estandarizacion de los protocolos para utilizar poblaciones de espermatozoides humanos en
este equipo y la programacion del mismo, la realiz6 la Dra. Arlet del Carmen Loza Huerta y el
equipo de trabajo del LaNCa. El tiempo transcurrido en dicha estandarizacién (alrededor de un
aflo) se debi6 a que se tenfan que encontrar las condiciones idoneas para realizar los
experimentos mostrados en la presente tesis. Vale la pena recalcar que los espermatozoides, al
ser células moviles, no se adhieren por si solas al fondo de la microplaca, lo que representa una
dificultad experimentalmente.

A pesar de que estudios anteriores reportan que los espermatozoides capacitados son mas
sensibles a la PG (Strinker ez a/, 2011), la Dra. Loza (resultados no publicados) encontré que al
utilizar la estrategia experimental realizada en esta tesis, no hay diferencia estadisticamente
significativa entre la respuesta a PG de espermatozoides capacitados y no capacitados. Cabe
aclarar que si existe una diferencia entre ambas respuestas, pero al no ser estadisticamente
significativa, no se tomo en cuenta dicha desigualdad. Lo mas probable es que esta diferencia
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con lo descrito en la literatura se debe a la metodologia seguida y a las condiciones del
experimento.

Es importante mencionar que al pre-incubar con Mb diferentes poblaciones de espermatozoides
humanos se observé que este compuesto s6lo aumenta un 40% la [Ca®]; en respuesta a la PG,
esto se debe a que el compuesto por si solo induce un aumento de la [Ca®"]; basal del 20-35%.
El que el Mb aumente por si solo la [Ca®"]; se debe a que es una base débil y las bases débiles son
capaces de elevar el pH de los compartimientos acidos, ya que se acumulan en dichos
compartimientos y se perturba su estado fisiolégico. El acrosoma al ser un organelo acido se ve
afectado por el Mb, esto ocasiona que se eleve el pH; (Chavez ez al., 2017) del espermatozoide y
por consiguiente se eleva la [Ca*]; al activarse el canal CatSper.

En este trabajo se realizaron dos tamizajes, el primero con 200 FPs y el segundo con 45, dando
un total de 245 FPs analizadas. De estas, tan solo el 1.22% (3/245) de los compuestos mostraron
una disminucion estadisticamente significativa de la respuesta a PG.

El motivo por el cual se realizaron dos tamizajes fue que la cantidad de FPs era muy reducida y
se necesitaba mayor cantidad para poder realizar mas estudios con las FPs que mostraron algin
efecto. Sin embargo, al volver a fraccionar los venenos de las especies que mostraron una
disminucioén, los tiempos de retenciéon cambiaron, es decir, estrictamente no obtuvimos las
mismas FPs analizadas en el primer tamizaje. Por lo anterior mencionado se evaluaron de igual
manera las 45 FPs nuevas.

El que los tiempos de retenciéon no coincidieran con exactitud se debe a que los venenos no
pertenecian al mismo lote. Otra circunstancia que pudo afectar la separaciéon por RP-HPLC de
estas I'Ps, es el uso que tenga la columna con la que se fraccionaron los venenos. Las FPs
utilizadas en el segundo fraccionamiento no fueron tan puras como las utilizadas en el primer
tamizaje, ya que las segundas FPs correspondieron a intervalos de tiempos de retencion, mientras

que las primeras pertenecian a un tnico tiempo de retencion.

Al evaluar los resultados por especies del primer tamizaje, se observo claramente que algunas
especies tienen una tendencia a aumentar la respuesta a PG, aunque esta tendencia no fue
estadisticamente significativa. Este es el caso de las especies O. Hannah, W. aegyptia, N. haje, IN.
annulifera, N. siamensis, N. nivea y finalmente N. nigricollis, aunque de esta tltima, la tendencia que
se observa es muy pequefia. La posible explicacion para este aumento puede ser que las FPs
capaces de aumentar la respuesta a PG se unan de igual manera que la PG a la mSH y por ende
se remueva una mayor cantidad de AGs o que las FPs tengan un efecto directo sobre el canal y
lo puedan potencializar.

Las especies IN. nubiae y N. mossambica, son las Gnicas que mostraron una tendencia a disminuir
la respuesta a PG y dentro de las cuales se encontraron los “HITS” (IN. nubiae 21.4 y N.
mossambica 23.1y 34.5).

Los “HITS” N. nubiae 21.4 y N. mossambica 23.1 no mostraron un efecto dependiente de la
dosis, solamente la concentracién mas alta [6.7 ug/ml] de estas FPs produjo una disminucién
estadisticamente significativa de la respuesta a PG (P<0.001 y P<0.05 respectivamente).
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El resto de las especies analizadas o la variacién en la fluorescencia no fue muy diferente a la
obtenida con el control como B. multicinctus, N. pallida y N. oxiana o no muestran una tendencia,
sino que algunas FPs disminuyen y otras potencializan la respuesta como N. kaouthia y NN.
melanolenca.

En relacion con la evaluacion del segundo tamizaje, ninguna especie mostrd una tendencia a
disminuir o potencializar la respuesta a PG. A pesar de ello, se evalu6 la relacion Dosis-Efecto
de la FP N. mossambica 11, encontrando as{ una ligera dependencia con la dosis, no obstante,
sélo la concentracién miés alta [67 pg/ml] mostré una diferencia estadisticamente significativa
respecto al control rPG. Sin embargo, al medir el efecto de esta concentracién sobre la [Ca®™];
basal se observé un aumento de la fluorescencia de casi el 20% a los cinco minutos de
incubacion, lo cual podtia indicar que, al elevar la FP la [Ca®*]; ocasiona que las células ya no
tengan la capacidad de reaccionar igual al momento de estimular con PG. Es posible que esta
diferencia entre la FP N.mossambica 11 y la 34.5 se deba a su composicién, ya que la FP 11

engloba un rango de tiempos de retencién, lo cual puede ocasionar que actie de manera distinta
a la FP 34.5.

Por otro lado, King y colaboradores, reportaron que los venenos de algunas arafias, caracoles
marinos del género Conus y reptiles, incluidas las serpientes, son capaces de bloquear canales de
Ca™ (King et al., 2015). En este trabajo encontré que venenos pertenecientes a serpientes del
género Naja son capaces de disminuir el flujo de Ca®" inducido por PG, cuya principal via de
entrada es CatSper, sin embargo, también encontré que dichos venenos pueden potencializar
este flujo.

Martins Da Silva y colaboradores en el 2017 realizaron una investigaciéon con un protocolo muy
similar al presentado en este trabajo, no obstante su objetivo era encontrar compuestos capaces
de potencializar dicha respuesta, por lo cual, aparte de evaluar los cambios en la [Ca®]; en
respuesta a la PG, también evaluaron el movimiento flagelar y la capacidad de las células para:
hiperactivarse, llevar a cabo la reaccion acrosomal y penetrar el 6vulo (Martins Da Silva e al,
2017). Por lo anterior, si quisiéramos continuar con la investigaciéon partiendo de estas FPs
potencializadoras, tendriamos que realizar las pruebas mencionadas anteriormente con dichas
FPs. Estas fracciones son de gran importancia puesto que pueden sentar las bases para
desarrollar un medicamento que ayude a la infertilidad masculina.

En otro orden de ideas, anteriormente se crefa que el receptor de PG no genémico estaba
localizado dentro del complejo del canal CatSper, sin embargo, investigaciones recientes
mencionan que el mecanismo de accién de la PG puede ser de manera indirecta, ya que Miller y
su grupo reportan que la PG se une a la serina hidrolasa denominada ABHD?2 y al hacer la
extraccion de dicha hidrolasa no identificaron ninguna subunidad del canal CatSper, lo que
sugiere que esta hidrolasa no es un componente del canal (Miller e a/., 2016).

Con lo anterior mencionado podemos discutir desde diferentes puntos de vista los resultados
obtenidos del “HIT” IN. mossambica 34.5 y de la fracciéon IN. mossambica 11:

I.  Se observa que al aumentar la concentraciéon de las FPs N. mossambica 34.5 y 11
disminuye la respuesta a PG, lo cual claramente sugiere una relaciéon Dosis-Efecto. Este
resultado puede explicarse ya sea porque la FP actte directamente sobre el canal o sobre
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el receptor de la PG (ABHD?2). Si actuara sobre ABHD2 podria impedir que la PG se
una a esta hidrolasa y por lo tanto no se elimine de igual manera al inhibidor endégeno

endocannabinoide araquidonilglicerol, encargado de mantener a CatSper cerrado (Miller
¢t al., 2016).

II.  Estas FPs podrian inactivar al canal CatSper al promover el mecanismo de
retroalimentacion (ain no identificado) encargado de producir AGs, los cuales son
derivados de los lipidos de la membrana y normalmente se producen a través de la
reaccion del acido araquidénico con otra molécula endogena (glicerol). La enzima que
lleva a cabo este proceso se llama diacilglicerol lipasa (Seshata, 2013). En este caso las
FPs no disminuirfan la respuesta a PG, sino que al adicionar PG y la FP se dan ambos
procesos a la vez, el de activacion y el de inhibiciéon del CatSper, por lo mismo también
es dependiente de la concentracion, entre mas alta sea la concentracion se dara una mayor
inactivacion del canal.

ITII.  Se ha propuesto que existen otros mecanismos que estan involucrados en la activacion

del canal CatSper, por lo cual estas FPs podrian modificar de diferentes maneras a los
espermatozoides. Ejemplo de esto serfa que dichas fracciones modificaran el pH; al
modular de alguna forma al canal Hvl, el cual se activa normalmente por la
despolarizacion de la membrana, por un medio extracelular alcalino, por el
endocannabinoide anandamida y por la eliminacién de zinc extracelular (Lishko &
Kirichok, 2010).
Otra posible explicacion serfa que las fracciones modificaran la regulacion del canal de
potasio KSper. Aun no es claro cémo se modula este canal, sin embargo, investigaciones
recientes mencionan que el Ca®* intracelular y el pHi lo estimulan y la PG lo inhibe.
Durante la capacitacion, este canal se encarga de hiperpolarizar a los espermatozoides,
sin embargo, al inhibirse en presencia de PG puede despolarizar la membrana de los
espermatozoides y facilitar la entrada de Ca* a través de canales CatSper (Mannowetz
et al., 2013; Geng et al, 2017). Por lo anterior, estas FPs podrian inactivar al canal
CatSper, al alterar al canal KSper induciendo una hiperpolarizacién y evitando que la
membrana del espermatozoide se despolarice.

Se descubrié que al inhibir farmacolégicamente la hidrolasa se eliminé la activacion del CatSper
inducido por PG, pero al inducir la activacién de este canal por PGE1 actia de manera normal
(Miller ez al., 2016). Es importante destacar esto, ya que los experimentos realizados en el
presente trabajo solamente se midi6 la respuesta a PG y por ende las FPs que mostraron una
inhibicién de dicha respuesta pueden, no inhibir la respuesta a prostaglandinas y por consiguiente
no bloquear al canal sino sélo inhibir el flujo de Ca** en respuesta a la PG.

Se esperaba que la FP N. mossambica 34.5 y 11 funcionaran como bloqueadores especificos
del canal CatSper al estimular con PG, al no serlo; otra via de sefalizacién diferente en la que se
puede evaluar las FPs en la actividad de este canal es a través de la estimulaciéon con
prostaglandinas y ver si dichas FPs también inhiben el flujo de Ca®" en presencia de
prostaglandinas. Cabe aclarar que no se consider6 antes evaluar las FPs con PG y prostaglandinas
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puesto que cuando se empez6 el presente estudio no se sabia que ambas hormonas actian de
manera diferente sobre el canal CatSper.

Por otro lado, serfa pertinente analizar como los “HITS” afectan el pH; para descartar o afirmar
que las FPs afectan el flujo de Ca*" en respuesta a la PG o que este flujo se ve afectado en
respuesta a alguna modulacién del pHi.

Ya que este ensayo se realiz6 a nivel poblacional fue necesario adicionar ionomicina para tener
un control del nimero de células que estaban respondiendo y que la respuesta a PG no se viera
afectada por células que murieron a lo largo del experimento. Considerando lo anterior, también
serfa importante analizar los “HITS” por metodologias de célula unica, para poder asi saber si
todas las células de la misma poblaciéon se comportan de igual manera ante la FP o es que
solamente una cierta proporcion del total de los espermatozoides medidos responden al estimulo
y por lo mismo se ve disminuida o potencializada la respuesta a la PG.

Continuando con esta idea, también es necesario evaluar a través de fluorescencia de célula inica
y/o electrofisiologia la selectividad de estos HITS, es decir, saber si solamente inhiben al CatSper
o si modifican la actividad de otros canales iénicos, o incluso otros blancos moleculares, tanto
del mismo espermatozoide como de otras células.

Este trabajo deja abierto un campo de investigacion que da pie a conocer coémo interactian las
FPs constituyentes de venenos animales con el canal CatSper, los mecanismos de accién directos
e indirectos por los que se afecta farmacolégicamente al canal y para seguir buscando un farmaco
que pueda bloquear con suficiente eficacia, selectividad y seguridad farmacoldgicas al canal
CatSper y logre funcionar como un posible compuesto activo de un futuro anticonceptivo
masculino.
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10 Conclusiones

1.

Se encontraron 3 FPs capaces de disminuir la respuesta a PG (IN. nubiae 21.4 y
N.mossambica 23.1 y 34.5).

Solamente los resultados obtenidos con N.mossambica 34.5 y 11 sugirieron una posible
relacién Dosis-Efecto.

Se encontraron 38 FPs capaces de aumentar la respuesta a PG, estas fracciones podrian
concebirse como posibles potenciadores de la movilidad de espermatozoides para un
futuro analisis.

11 Perspectivas

1.

Realizar la misma estrategia experimental con prostaglandinas para ver si también
disminuye el flujo de Ca** en presencia de la FP N.mossambica 11.

Realizar experimentos de célula unica para investigar como se comportan de manera
individual los espermatozoides ante la FP N.mossambica 11.

Evaluar por electrofisiologia la selectividad de la FP N.wossambica 11, para saber si
solamente inhiben al CatSper o si modifican otros canales tanto del mismo
espermatozoide como de otras células.

Evaluar la relaciéon Dosis-Efecto de las FPs que mostraron una potencializaciéon de la
respuesta a PG.

Evaluar como se afecta el movimiento flagelar por la exposiciéon a las toxinas que
potencializan la respuesta a PG.
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12 Apéndices

12.1 APENDICE 1: Analisis estadistico de controles

Los experimentos realizados en este trabajo

fueron mediante un ensayo de alto
rendimiento o HTS por sus siglas en inglés
(high-throughput
estadistico de los experimentos determinados
como controles tB, rPG y rPG/Mb consistié

en tomar todos los datos de la muestra de cada

screening). El  analisis

condicién y comprobar la confiablidad de cada
uno de estos resultados al establecer un nivel
de confianza del 95% (Figura 31), donde los
limites fueron marcados por una z= 1.96 y -
1.96. Una vez determinada la confiabilidad de

nuestros datos (Figura 32), se sacé el promedio de cada condicién y se establecié como el valor

Nivel de confianza: 5%

a/Z = 0.025 a2 = 0.025

—za = — 196 z=0 zas2 = 196

Figura 31. Ejemplo de la estadistica seguida para los
controles. Se muestra el intervalo de confianza

cotrespondiente  al 95%. Figura  tomada  de:
https:/ /www.google.com.mx/search?q=7-+PRIMA&source=Inms&tbm=ischésa=X&ved
=0ahUK EwibdqGB2pDTAhXrsIQKHV63CAIQ_AUIBigBebiw=12808bih=889#tbm=is
chéeq=distribucion-normal +95+confianzadc*&imgdii=NOSE6nm] XEiXbM:&imgre=vhIH

jelbWYgI'TM:

de referencia para realizar la estadistica de los resultados.
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Figura 32. Grafica que muestra espacialmente la intensidad de fluorescencia de cada control. Los cuadros negros
corresponden al control rB, el cual se mantiene cerca del cero, ya que solo se adiciona MRH. Los circulos azules representan
al control tPG/Mb, donde se adiciona el bloqueador mibefradil, por lo cual la intensidad de fluorescencia se ve disminuida en
respuesta a la PG. Por dltimo, los tridngulos rojos corresponden al control rPG, donde se observa una mayor fluorescencia,
ya que, cs la respuesta que tienen los espermatozoides en condiciones fisiolégicas al ser expuestos a la PG.

Adicionalmente se realizé el analisis estadistico para obtener el valor Z” y comprobar la validez
del experimento (Figura 33). El factor Z” es un parametro caracteristico para evaluar la calidad de
un experimento sin la intervencién de los compuestos a probar y principalmente es usado para

evaluar HTS (Zhang ez al., 1999).

Z' =1

(Bacy + 30¢-)

Hc+ — He-
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Se dice que, idealmente entre los controles a evaluar en este tipo de experimentos debe haber
una separacion significativa a partir del promedio de * tres desviaciones estandar (£ 30) de cada
condicién (Figura 33), lo que darfa una Z°= 0.5 (Zhang ez al., 1999). En este caso en la figura 28
se observa que entre el control rB y rPG a partir de las lineas punteadas (£ 30) hay una
separacion relativamente corta por lo cual se obtiene una Z’= 0.3.

Este resultado es aceptable, considerando el nimero de experimentos y las células utilizadas, ya
que por lo general este parametro se aplica para HTS con un rango que va de 50 000 a 500 000
compuestos y se utilizan lineas celulares para los experimentos (Zhang ez al., 1999). En el caso
de este ensayo fueron 245 compuestos analizados, utilizando espermatozoides humanos, los
cuales son células normales, que cuentan con movimiento propio, altamente sensibles y muy
variables entre donadores y entre ellas mismas.

1.2 1 ee . 2. . * .
104 . e . . “ . -
Y ° ] * . Y * - o .
E L] ..r ® i .\\‘ .. ..- i o0 o 4 [ ] [ ] [ ] L]
% 0 8 = - 4 - . . . . . - . - - ¢ -* bl =]
E 06 _ L] . L] . I-PBG
= ® ol
L 4
< 04 Z'03
0.2 4
0.0 ':-..'. -'.{%.. - .'..“'.' .'-l-..:.-. .:‘.' b '. . :.-‘.'-."... . .
. -« . . B B o -
J“““I-“““'““- I ! I ! 1 v I ! 1 v | !
0 20 40 60 80 100 120 140

No. de experimentos

Figura 33. Grafica que ejemplifica el calculo del factor Z’. Pardametro caracteristico para evaluar la calidad de los
resultados de un experimento de tipo HTS. Las lineas azules representan el promedio de cada control, las lineas punteadas
representan * 3o a partir del promedio. Se observa claramente que ningtin dato se aleja més de tres desviaciones estandar de
su media. El control Rb se encuentra representado por puntos negros, donde se observa muy poca variacion, esto se debe a
que es una respuesta basal de los espermatozoides donde no se aplica ningun estimulo, mientras que los puntos rojos
representan al control tPG, a diferencia del control anterior, observamos una gran dispersién, debida a la caracteristica
variabilidad entre cada distinto donador e inclusive entre los espermatozoides de un mismo individuo frente al estimulo con
PG. Por lo anterior, de toda la muestra analizada se calcula un promedio, el cual representard a toda la muestra. Finalmente,
al realizar el analisis se obtiene un factor Z'= 0.3.
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