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RESUMEN

Uno de los primeros eventos que se llevan a cabo durante el proceso de capacitacién de los
espermatozoides es la remocion de colesterol de la membrana plasmatica. Existen evidencias
que sugieren que la remocion de colesterol puede estar impactando sobre las propiedades
mecanicas de la membrana haciéndola menos rigida ya que la composicién lipidica de los
espermatozoides de raton esta principalmente constituida por lipidos insaturados. Por lo tanto,
el propdsito de este trabajo es explorar el efecto de la remocion de colesterol sobre las
propiedades mecdanicas de la membrana del espermatozoide, caracterizado por su médulo de
elasticidad (E). Se utilizé la técnica de Microscopia de Barrido por Conductancia Iénica (SICM) en
combinacién con la generacién de un “jet” de liquido para deformar la membrana plasmatica
de los espermatozoides de ratdon y calcular los mddulos de elasticidad. Para remover el
colesterol de la membrana plasmatica se utilizaron dos moléculas aceptoras, Metil-B-
ciclodextrina (MBCD) y Albumina de Suero Bovino (BSA). Se observd que los espermatozoides
presentan un modulos de elasticidad elevado (E ~ 200kPa), el cual no se ve alterado por la
remocion de colesterol de la membrana. Aunado a esto se tomd evidencia del grosor de la
cabeza como un parametro de control con el cual comparar las magnitudes de las
deformaciones obtenidas en nuestros registros e inesperadamente se observd un incremento
en el grosor de las células que fueron tratadas con MBCD vy las que fueron tratadas con BSA
adicionadas con NaHCOs. El hecho de que en la célula no cambie su rigidez al remover el
colesterol y el aumento detectado en el grosor de la célula podria deberse al incremento en la
polimerizaciéon de fibras de actina que ocurre durante el proceso de capacitacion. Es importante
mencionar que los espermatozoides de ratdon son células muy rigidas y poco deformables, ya
que siendo células completamente diferenciadas y muy compactas, carecen practicamente de
citoplasma, por lo que la membrana plasmatica interacciona estrechamente con el
citoesqueleto, contribuyendo con esto a que se observen maédulos de elasticidad relativamente

altos comparados con los observados para otros tipos celulares.



ABSTRACT

One of the first events to take place during the sperm capacitation process is the cholesterol
removal from the plasma membrane. There is evidence suggesting that the cholesterol removal
could affect the membrane’s mechanical properties reducing the rigidity due to the lipid
composition of the sperm, which is composed mainly of phospholipids with unsaturated fatty
acids. Therefore, the purpose of this project is to evaluate the effect of cholesterol removal may
have on the mechanical properties of the sperm, characterized by its elastic modulus (E). We
used the scanning ion conductance microscopy in conjunction with a liquid jet production to
deform the mice sperm plasma membrane and to calculate its elastic modulus. To remove the
cholesterol from the plasma membrane two cholesterol acceptors were used, Metyl-B-
cyclodextrin (MBCD) and Bovine Serum Albumin (BSA). It was observed that sperm exhibit an
elevated modulus of elasticity (E ~ 200kPa), which is not altered by the removal of cholesterol
from the membrane. Furthermore the thickness of the head of the sperm was measured and
used as a control parameter to compare the deformation magnitude with the sperm
dimensions of 1-2um. Unexpectedly there was an increase in the thickness of the sperm head,
in both the sperm treated with MBCD and in the sperm treated with BSA added with NaHCOs.
The fact that the cells do not change their rigidity with the removal of cholesterol and the
increment detected in the thickness of the cell may be due to the increase on the
polymerization of actin fibers that occurs during the process of capacitation. It is important to
note that the spermatozoa seem to have a very low deformability, this might be because the
sperm is a fully differentiated cell, very compact and practically with a small cytoplasm volume,
therefore, the plasma membrane could strongly interact with the cytoskeleton, thereby
contributing to the relatively high elastic modulus observed in our experiment, compared with

those reported for other cell types.
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INTRODUCCION

La fecundacion

La fecundacién es el proceso en el que dos gametos, uno masculino y uno femenino, se
fusionan para la creacién de un nuevo individuo con una carga genética derivada de ambos
progenitores. A todo este proceso se le puede ver como una “una coreografia de alta
precision” (Nixon et al. 2010) (Figura 1) cuyos pasos se pueden generalizar de la siguiente

forma:

1. Encuentro y reconocimiento entre el évulo y el espermatozoide, para asegurar que los
gametos sean de la misma especie.

2. Reaccién acrosomal y fusion de membranas, en este punto solamente un
espermatozoide lograra fecundar al gameto femenino.

3. Una vez fecundado el évulo, el material genético de ambos gametos se recombina y se

da la formacion del cigoto y el inicio del desarrollo del embridn.

Dependiendo de la especie, este proceso puede ocurrir en el interior del tracto genital
femenino denominandose como fecundacién interna (Figura 1) o de forma exterior siendo esta
la fecundacién externa. Para estudiar los mecanismos que estan detras de este fendbmeno, se
han utilizado modelos experimentales de diversos organismos, como ratones o erizos de mar
los cuales presentan fecundacion interna y externa respectivamente (Darzon et al. 2008, Long

et al. 2010, Yanagimachi et al. 2013).

En los mamiferos, el proceso de fecundacion es interno y ocurre en las trompas de Falopio del
aparato genital femenino, especificamente en la ampolla uterina es en donde ocurre el
encuentro de los gametos para fusionarse (Figura 1). Una vez fusionados, el cigoto recién
formado recorrerd las trompas de Falopio en un periodo de 3 a 6 dias hasta llegar a la cavidad
del Utero (Figura 2). Durante este periodo ocurrirdn varios ciclos de divisién, siendo llamado
ahora como blastocito. El blastocito permanecerd 1 a 3 dias en el Utero hasta finalmente

anidarse en el endometrio donde las células trofoblasticas y otras células adyacentes


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%93vulo
http://es.wikipedia.org/wiki/Espermatozoide
http://es.wikipedia.org/wiki/Cigoto
http://es.wikipedia.org/wiki/Desarrollo_embrionario

proliferaran para la formacion de la placenta y las distintas membranas de la gestacion (Figura

2).
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Figura 1. El espermatozoide rumbo a la fecundacién. Se muestra el recorrido del los espermatozoides
desde cavidad cervical externa hasta las trompas de falopio, especificamente en la ampolla es donde
ocurre el encuentro y reconocimiento entre el évulo y el espermatozoide para la eventual fusion de
membranas dandose la fecundacion.
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Figura 2. Segmentacién del cigoto e implantacién. Durante el recorrido del cigoto por las trompas de
Falopio hacia el tracto uterino se llevan a cabo una serie de divisiones celulares, el recorrido completo se
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realiza en un periodo de 3 a 6 dias hasta llegar finalmente a cavidad uterina donde se anidara en el
endometrio para la eventual formacién del feto (Imagen modificada de Guyton and Hall 2009).

El espermatozoide y la espermatogénesis

El espermatozoide es el gameto masculino, es una célula haploide ya que contiene la mitad de
los cromosomas de una célula somatica, es motil y se encuentra completamente diferenciada.
Al proceso de diferenciacién de los espermatozoides se le conoce como espermatogénesis, el
cual, en mamiferos tiene lugar en los tubos seminiferos de los testiculos a partir de que el

organismo alcanza la madurez sexual.

Los espermatozoides se diferencian de las células espermatogénicas a través de divisiones
celulares secuenciales. Inicia con la migracion de las células espermatogonias hacia la luz central
del tubulo seminifero penetrando a través de las células de Sertoli como se muestra en la Figura
3. Una vez que ha ocurrido esto, las espermatogonias se van modificando de forma progresiva
aumentado de tamafio para formar los espermatocitos primarios, estos posteriormente se
dividen para dar lugar a los espermatocitos secundarios, los cuales al cabo de unos dias se
dividen formando espermdtidas, que tras varias modificaciones acaban convirtiéndose en

espermatozoides (Figura 3).

Durante este proceso, los cromosomas de los espermatocitos se reparten durante la division

meidtica, de manera que al final cada espermatida contiene solo la mitad de los cromosomas.

Morfologicamente el espermatozoide se encuentra estructurado por una cabeza y un flagelo, la
cabeza contiene el material genético y una vesicula membranosa denominada acrosoma,
mientras que el flagelo estd constituido por la pieza media y la pieza principal como se muestra

en la Figura 4.

La vesicula acrosomal tienen una funcidn similar a la de los lisosomas, conteniendo en ella
diversas enzimas como la hialuronidasa u otras enzimas proteoliticas que ayudan al
espermatozoide a atravesar la matriz extracelular del évulo y fecundarlo al fusionarse las

membranas de ambos gametos (Primakoff and Myles 2002, Guyton and Hall 2009).
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Figura 3. Proceso de espermatogénesis. La espermatogénesis tiene lugar en los tubos seminiferos del
testiculo donde las células espermatogénicas llevan a cabo una serie de divisiones celulares mientras
migran hacia la luz del tubo seminifero hasta diferenciarse completamente en espermatozoides.
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Figura 4. Morfologia del espermatozoide de humano y ratén. En la parte superior observamos al
espermatozoide de humano y en la parte inferior al de ratdn. La cabeza se encuentra constituida por
una vesicula membranosa denominada acrosoma (en amarillo) y el nucleo (en azul) rodeados de la
membrana plasmatica. En la base de la cabeza se conecta la pieza media es donde se encuentran
ubicadas las mitocondrias (en gris) y finalmente se encuentra el flagelo que se divide en pieza principal y
pieza final



A pesar de que en el testiculo los espermatozoides estdn completamente diferenciados, se dice
que los espermatozoides estan “maduros” solo hasta que salen del epididimo. El
espermatozoide se mantiene en un estado inactivo, lo cual es controlado por multiples factores
inhibidores secretados por los conductos genitales (Das et al. 2010, Guyton and Hall 2009), de
tal forma que cuando son expulsados o eyaculados en el semen son incapaces de fecundar al
ovulo, sin embargo, cuando los espermatozoides entran en contacto con la mucosa genital
femenina comienzan una serie de cambios fisioldgicos que los “activan”. Al conjunto de
cambios fisioldgicos que preparan al espermatozoide para fecundar al évulo, se le conoce como

“capacitacion”.

Capacitacion
La capacitacién es un proceso post-eyaculatorio al cual se ve sometido el espermatozoide y que
le confiere la capacidad de llevar a cabo la tarea de fecundar al dvulo. Algunas de las
modificaciones fisiolégicas y bioquimicas que se han reportado que suceden durante este

proceso son.

° Remocion de colesterol y reordenamiento de los lipidos de la membrana plasmatica.

° Incremento del pH intracelular (pHi) y de la concentracion citoplasmatica de calcio
([Ca®]).

. Elevacién de la concentracion de nucledtidos ciclicos.

° Fosforilacion de proteinas en Tirosina dependiente de AMPc.

° Hiperpolarizacién del potencial de membrana.

Dentro de los fendmenos moleculares iniciales se involucra un reordenamiento lipidico en la
membrana plasmatica, el cual estd asociado a cambios en el flujo de iones a través de la
membrana y a la activacion de cascadas de sefializacién intracelulares (Miranda et al. 2009). Se

sugiere que este reordenamiento lipidico es resultado de la remocion de colesterol de la



membrana plasmatica, lo cual se ha propuesto que se traduce en un cambio en la fluidez de la

membrana del espermatozoide.

Para comprender mejor las propiedades mecdnicas de las membranas bioldgicas y como se ven
afectadas estas con el cambio de su composicion, a continuacién se describird brevemente la

conformacién general de la membrana plasmatica y en particular las propiedades del colesterol.

Membrana plasmatica

Podemos definir a la membrana plasmatica como una barrera que delimita y separa a la célula
del medio extracelular, esta se comporta como una barrera selectiva y se encuentra constituida
de fosfolipidos, glicolipidos, proteinas y colesterol (este ultimo en el caso de células animales),
conformando una estructura de bicapa en la cual los fosfolipidos se organizan a través de
interacciones hidrofébicas entre las cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos, exponiendo
los grupos que conforman las cabezas polares y por lo tanto hidrofilicas hacia el medio acuosoy

manteniendo las colas apolares hacia el interior de la bicapa (Figura 5).

En 1972 Singer y Nicolson desarrollaron el modelo bioldgico de la membrana plasmatica al cual
llamaron como “Modelo de Mosaico Fluido”, en el cual se redefine la membrana plasmatica con
funciones dindmicas, donde estad se encuentra en constante difusion lateral, la cual presenta
translocacién de fosfolipidos y rotacion y flexién de las cadenas hidrocarbonadas. Décadas
después se describio la existencia de microdominios enriquecidos en colesterol vy
glicoesfingolipidos denominados balsas lipidicas que fungen como sitios de anclaje vy
agrupamiento para proteinas tanto integrales como periféricas (Simons and Ikonen 1997). Es
importante mencionar que la membrana plasmatica mantiene una asimetria en su constitucién,
ya sea por la presencia de moléculas proteicas inmersas en la bicapa asi como de los

microdomios presentes (Boerke et al. 2008, Harrison and Gadella 2005).
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Figura 5. Esquema de una membrana plasmaética. (A) Partes constituyentes de la membrana plasmatica.
(B) Estructuracion de la bicapa, donde se observa a los fosfolipidos orientados con su parte hidrofdbica
hacia el centro de la bicapa quedando expuestas las cabezas polares hacia el exterior acuoso. (C)
Estructura basica de un fosfolipido, el cual consta de una parte polar (hidrofilica) y una no
polar(hidrofébica), la parte polar corresponde a un grupo glicerol unido a un grupo fosfato y a un grupo
alcohol mientras que la parte no polar corresponde a cadenas de acidos grasos, los cuales se pueden
presentar en su forma saturada o insaturada.

Sin embargo, la composicion lipidica y proteica de la membrana varia entre los diversos tipos
celulares, dependiendo del tejido al que pertenezcan y la funcion que desempefien,
otorgandole propiedades fisicas y quimicas diversas (Lenzi et al. 1999, Ledesma et al 2012). Por
ejemplo, las neuronas poseen un maguinaria molecular especifica que les permite regular el
movimiento de iones que pasan a través de la membrana plasmatica y de esta forma pueden
producir cambios en el potencial eléctrico de la célula que se propagan en forma de potenciales
de accién; en cambio las células epiteliales de los tubulos renales poseen otro conjunto de
moléculas, por lo que no son capaces de generar potenciales de accion pero si de regular la

absorcion de agua y sales al filtrar la sangre.



La selectividad es una caracteristica importante de las membranas bioldgicas formadas por
lipidos, en particular se refiere al hecho de que su permeabilidad se ve condicionada a
moléculas no-polares, por lo que moléculas cargadas o polares no son capaces de permear a
través de la membrana por si solas. Sin embargo existen diversas proteinas que permiten el
flujo selectivo y controlado de moléculas polares; este grupo de proteinas se conoce
genéricamente como transportadores, entre los que se incluyen los portadores y los canales
idnicos. De acuerdo a la literatura los portadores unen sus sustratos con una elevada
especificidad, catalizan el transporte entre el interior y el exterior celular a velocidades que
estan por debajo de los limites de la difusién simple y son saturables, esto quiere decir que
existe una concentracion a la cual alcanza su velocidad de transporte maxima aun cuando la
concentracion del sustrato siga aumentando. Entre los portadores algunos facilitan la difusién a
favor de un gradiente de concentracion (transporte pasivo), otros pueden introducir los
sustratos en contra de un gradiente de concentracion por lo que ocupan energia la cual es
proporcionada por una reaccion quimica (transporte activo primario), mientras que otros
acoplan el transporte a contra gradiente, aprovechando la fuerza impulsora que genera el
gradiente de otra molécula (transporte activo secundario). Por otro lado, los canales idnicos
permiten el desplazamiento de iones a través de la membrana a velocidades mayores a los
portadores. Estos pueden mostrar diferente especificidad por el ion que transportan vy
normalmente no son saturables. El transporte idnico se da cuando los canales se abren y
permiten el flujo de iones a favor de su gradiente electroquimico. La apertura o activacion de
los canales puede darse por diferentes estimulos, ya sean cambios en el potencial de
membrana de la célula, estimulos quimicos (pH, unién de ligandos intracelulares o

extracelulares) o por esfuerzos mecanicos (Nelson and Cox 2008).

Otras funciones celulares en las que participa la membrana plasmatica y en las que es
importante considerar la composicion e interaccion de lipidos y proteinas son la endocitosis,
exocitosis y fusién de membranas, ya que para que la célula sea capaz de realizar estas
funciones se ha sugerido que es fundamental el incremento en la fluidez y flexibilidad de la

membrana, la cual es dependiente principalmente de su composicion lipidica (Lenzi et al. 1996).



El colesterol en la membrana plasmatica

El colesterol es una molécula lipidica organica, identificada en 1769 por Francois Poulletier de la
Salle, perteneciente al grupo de los esteroles; es un componente estructural esencial de la
membrana plasmatica de células eucariotas, siendo esta molécula el esterol de mayor presencia
en los tejidos animales. Es una molécula anfipdtica con una cabeza polar constituido por un
grupo hidroxilo y un cuerpo no polar hidrocarbonado (Figura 6), estas caracteristicas le
confieren funciones diversas, ya sea como constituyente estructural y estabilizador de la
membrana plasmatica (Boerke et al. 2008) o como precursor de hormonas esteroideas

(Hanukoglu 1992, Peter and Dubuis 2000, Payne and Hales 2004).

Figura 6. Molécula de Colesterol. Diferentes representaciones de la molécula del colesterol. (A)
Estructura molecular, (B) modelo calotte, (C) modelo de esferas y bastones. El grupo hidroxilo (OH-), en
rojo forma la cabeza polar hidrofilica y el cuerpo hidrocarbonado es la regién apolar e hidrofébica.

El colesterol ha sido implicado en la modulacion de la fluidez de la membrana y en la formacion
de balsas lipidicas, debido a que su grupo hidroxilo interacciona con las cabezas polares de los
fosfolipidos de la membrana mientras que la cadena hidrocarbonada se encuentra inmersa en
la membrana junto a las cadenas no polares de los acidos grasos de los fosfolipidos logrando
con esto estabilizar la membrana (Boerke et al. 2008). Sin embargo, también se debe considerar
el grado de saturacién de la cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos que conforman la
parte no polar de los fosfolipidos; estructuralmente una membrana con fosfolipidos cuyas colas

estan formadas por 4cidos grasos saturados es mas compacta, ya que las cadenas de acidos
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grasos se ordenan lateralmente sin dejar espacios entre ellos, por lo que al incorporar
moléculas de colesterol entre los fosfolipidos, se abririan los espacios intramoleculares entre
fosfolipidos, que harian la membrana sea mas laxa. En cambio, en una membrana con
fosfolipidos cuyas colas estan conformadas por acidos grasos insaturados, donde los dobles
enlaces de las insaturaciones producen dobleces en la estructura lineal de la cadena
hidrocarbonada, lo que hace que los organizacién de los fosfolipidos sea menos compacta al
existir una mayor distancia entre los fosfolipidos, por lo que la adicién de moléculas de
colesterol entre este tipo de fosfolipidos estabilizaria la membrana al ocupar los espacios
existentes debido a las insaturaciones de los dcidos grasos (Ordadd et al. 2002, Boerke et al.

2008, Tapia et al. 2012).

Otra de las funciones estructurales del colesterol es la reduccién en la permeabilidad en la

membrana plasmatica a solutos neutros, protonesy iones de sodio (Yeagle 1991).

La membrana plasmatica del espermatozoide

En general, la membrana plasmatica del espermatozoide contiene aproximadamente 70% de
fosfolipidos, 25% de lipidos neutros (colesterol, colesterol sulfato, ésteres de colesterol y
cantidades bajas de desmosterol) y 5% de glicolipidos (Flesh and Gadella 2000).

Para comprender mejor como se pueden ver afectadas las propiedades mecanicas de la
membrana plasmatica debido a su composicion, es importante observar la proporcién de los
diferentes tipos de fosfolipidos que la conforman, en la Tabla 1 se puede observar las
proporciones de los diferentes tipos de acidos grasos poli-insaturados que se encuentran en los
fosfolipidos de la membrana plasmatica de espermatozoides, destacando que los acidos grasos
encontrados mas frecuentemente son el &acido docosahexanoico (C22:6 n-3) en
espermatozoides de cerdo y humano (Cerolini et al. 2000, Khosrowbeygi and Zarghami 2007) y
el dcido docosapentanoico (C22:5 n-6) en espermatozoides de caballo (Garcia et al. 2011), los
cuales presentan un alto numero de insaturaciones, caracteristica que como se menciond
anteriormente, le confiere mayor fluidez a la membrana y podria estar directamente

relacionado con una mayor elasticidad (Tapia et al. 2012, Lenzi et al. 1999).

10



Tabla 1. Acidos grasos saturados y polinsaturados presentes en fosfolipidos de la membrana
plasmatica de espermatozoides. La proporcion de cada tipo de acido graso se expresa como el
porcentaje promedio del total + su desviacion estandar (modificado de Lenzi et al. 1996).

. Orosaddos
Orign celesnattranas Cl6.0 Cl80 c81 c182 03 04 26 o
Muestraconpdacde
. 315+36 | 135+21| 185+25| 85+22 | 021+01| 55+12 | 25+32| 22+05
e metazidces
Muestra deespernetazides
56+4 | 94422 [ 105+16| 65+12 | 0R+01 | 105+15| 345+42| 28+04
sgarados por gradientes dePeradll

Como se menciond anteriormente, durante la capacitacién se produce una remocion de
colesterol y se observa un reordenamiento de los lipidos de la membrana plasmatica (Flesch et
al. 2001, Harrison and Gadella 2005, Boerke et al. 2008). Se ha propuesto que un decremento
en la rigidez de la membrana permite que se lleve a cabo una redistribucion de proteinas y
lipidos hacia otros dominios presentes en la cabeza del espermatozoide favoreciendo la
reaccion acrosomal (RA) y la fusion de membranas entre el espermatozoide y el évulo (Flesch
and Gadella 2000). Esta reportado que proteinas como caveolina y flotilina, involucradas en RA,

migran de la membrana sobre el acrosoma hacia la zona apical (Boerke et al. 2008).

La remocion de moléculas de colesterol de la membrana del espermatozoide durante la
capacitacion in vitro es dependiente de la presencia de albimina en el medio extracelular, sin
embargo, la sola presencia de albimina no es suficiente para capacitar al espermatozoide,
ademds es necesaria la adicion de HCO3 y Ca’* en el medio de incubacion para que este

proceso se lleve a cabo (Visconti et al. 1995).

Existen otras moléculas que funcionan como aceptoras de colesterol, como la lipoproteina de
alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés) y la metil-B-ciclodextrina (MBCD), esta ultima
presenta una mayor eficiencia en la remocidon del colesterol de la membrana plasmatica,
incrementando la solubilidad de sustancias no polares al incorporarlas en su cavidad
hidrofébica formando complejos de inclusién (Iborra et al. 2000). Es importante destacar que
esta molécula puede capacitar al espermatozoide aun en la ausencia de HCOs’, aunado a esto se
encuentra reportado que la MBCD remueve en mayor proporcion el colesterol de la membrana,

hasta en un 60% (lborra et al. 2000), comparada con la albumina, que Unicamente logra
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remover un 20% (Boerke et al. 2008), sin embargo, la activacion de las vias de sefializacién
intracelular que participan en la capacitacion se produce aun con niveles bajos de remocion de

colesterol (Iborra et al. 2000).

Mdédulo de elasticidad

Es de interés para este trabajo el poder determinar las propiedades mecanicas de la célula, en
especifico la fluidez y por tanto la elasticidad de su membrana plasmatica. El modulo de
elasticidad es un parametro que caracteriza el comportamiento elastico de un material. Esta
definido como la razéon del esfuerzo a lo largo del eje axial sobre la deformacion axial del

material.
L
Deformacion
e=AL/JL

Esfuerzo
o~=F/A

Figura 7. Representacion esquematica de un material sometido a esfuerzos axiales.

Lo podemos observar en la Figura 8, donde E es el mddulo de elasticidad longitudinal, ox es la
presion ejercida sobre el drea de seccion transversal del objeto la cual también se puede
expresar en términos de fuerza aplicada (F) sobre area transversal del material (A) y € es la
deformacion unitaria en cualquier punto de la barra que de igual forma se puede expresar

como el cociente de la deformacién producida (AL) entre la longitud inicial del material (L).

El médulo de elasticidad puede ser determinado a partir de la pendiente de la region lineal de la

curva de esfuerzo-deformacion generada a partir de un ensayo de tensién de una muestra del
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material de interés (Figura 8). De tal forma que un material muy rigido tendra como

caracteristica un modulo de elasticidad muy elevado y viceversa.

A Fractura
Esfuerzo X

Regi6n eldstica

(Ley de Hooke)
o,=~E.€

>

Deformacién
€

Figura 8. Curva Esfuerzo-Deformacién. Representacion esquematica de una curva esfuerzo-deformacion
para un material determinado. Se muestra la region lineal o eldstica y la region no lineal o plastica hasta
llegar al punto de fractura.

El médulo de elasticidad también es conocido como médulo de Young en honor al cientifico
inglés Tomas Young quien fue el primero en estudiar este fendmeno. Se mide en unidades de
presion, de acuerdo al sistema internacional de unidades (SI) la unidad de medida es el Pascal

(Pa) o su equivalente en Newtons por metro cuadrado (N/m?).

También representa el factor de proporcionalidad de la ley de Hooke que relaciona el esfuerzoy
la deformacion. Sin embargo, esta ley solo es vélida bajo la suposicién de un material eldstico o
de respuesta lineal. Cualguier material eventualmente fallard y se rompera cuando sea
sometido a un sobreesfuerzo ya sea por fuerzas o deformaciones elevadas. De cualquier modo,
todos los materiales obedecen la ley de Hooke para esfuerzos o deformaciones lo
suficientemente pequefios. De tal forma que si el rango de deformacion en donde es vélida la
ley de Hooke es lo suficientemente grande comparado con el esfuerzo que esperamos aplicar al
material, entonces podemos decir que el material presenta una elasticidad lineal, de otra forma

el material es considerado no lineal (Serway and Beichner 2002).

13



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se puede observar, la remocion del colesterol es un paso determinante para que el
espermatozoide adquiera la capacidad de fecundar al évulo, sin embargo se desconoce el
efecto que produce la salida del colesterol de la membrana en las propiedades mecdanicas de
esta, en especifico la elasticidad y la fluidez, informacién que seria Util para tratar de explicar si
estos cambios fisicos son suficientes para activar alguna molécula que inicie la cascada de

sefalizacion intracelular.

HIPOTESIS

La remocién de colesterol de la membrana plasmatica del espermatozoide de ratén producida
por la presencia de moléculas aceptoras de colesterol disminuira la rigidez de la membrana
debido a que la composicién lipidica de la membrana plasmatica del espermatozoide se
encuentra mayormente compuesta por fosfolipidos que contienen acidos grasos poli-

insaturados.

OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar los cambios en la rigidez de la membrana de espermatozoide de ratén inducidos

por la remocion de colesterol.

Objetivos particulares

e Obtener los mddulos de elasticidad de la membrana plasmatica de espermatozoide de
raton en presencia de medio fisioldgico adicionado con Metil-B-Ciclodestrina (MBCD).
e Obtener los mddulos de elasticidad de la membrana plasmatica de espermatozoide de

raton, en presencia de medio fisioldgico adicionado con Albumina (BSA).
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MATERIALES Y METODOS

Compuestos usados

En la realizacion de los experimentos se utilizaron los siguientes compuestos y sales: cloruro de
sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCl), cloruro de calcio (CaCly), sulfato de magnesio (Mg2S0a),
bicarbonato de sodio (NaHCO3), glucosa (CeH13NOs), piruvato de sodio (C3HzNaOs) y HEPES
(CsH18N204S), metil-B-ciclodextrina (MBCD) , albumina de suero bovino (BSA), poli-I-lisina (PLL).

Preparacién de los espermatozoides y células espermatogénicas

Los espermatozoides y células espermatogénicas se obtuvieron de ratones blancos de la cepa
CD1 maduros sexualmente. Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical y se disecaron

los epididimos vy los testiculos.

Para obtener los espermatozoides, la parte caudal del epididimo fue macerada en 1.5ml de
medio Whitten-Hepes (WH), el cual contiene (en mM): 135 NacCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgS04, 10
glucosa, 1 piruvato de sodio y 10 HEPES a pH 7.3, esta solucion fue utilizada como medio
fisiolégico no capacitante ya que no contiene BSA ni HCOs". Se dejé reposar la mezcla al menos
30 minutos y se colectd el sobrenadante de la solucidn el cual contiene los espermatozoides, en
este tiempo los espermatozoides motiles nadan al exterior de los restos del epididimo
permaneciendo suspendidos en el medio, a este procedimiento se le conoce como método de
“swim-up” o “nado hacia arriba” y permite colectar los espermatozoides que presentan una

mayor motilidad (Cisneros y Sdnchez 2011).

Para obtener las células espermatogénicas, se removio la tunica albuginea de los testiculos y se
tomd una muestra de tubulos seminiferos, los cuales fueron disgregados mecanicamente,
cortandolos en pequefios pedazos con tijeras de diseccion, en 1.5ml de medio WH. Se deja
reposar la mezcla por 30 segundos y se tomod una muestra del sobrenadante, el cual contiene a

las células espermatogénicas.
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Preparacion de portaobjetos tratados con PLL

Se prepararon 3 diluciones de PLL, al 0.01%, 0.5% y 0.1% para tratar los portaobjetos, esto con
el objeto de adherir los espermatozoides y poder realizar las mediciones de deformacién, los
portaobjetos se dejaron reposar en la solucion de PLL durante toda la noche y se dejaron secar

a temperatura ambiente por al menos 3 horas antes de usarlos.

Remocién de colesterol y capacitacién in vitro

La remocion de colesterol de la membrana plasmatica de los espermatozoides se puede llevar a
cabo in vitro empleando dos estrategias, la primera es adicionando metil-B-ciclodextrina
(MBCD) al medio de incubacién de los espermatozoides en una concentracién de 1mM (Visconti
et al. 1999a), de acuerdo a lo reportado esta molécula es mds potente para remover colesterol
aun en ausencia de NaHCOs, no obstante, requiere de NaHCOs en el medio para llevar a un
estado capacitado a las células (Visconti et al. 1999a). La segunda es mediante el tratamiento de
los espermatozoides con albumina de suero bovino (BSA), que es adicionada al medio WH. De
acuerdo a reportes es necesario estar en una concentracion de 0.5% para la albumina con
bicarbonato en un rango entre 10 y 30mM para (Visconti et al. 1995), en nuestros experimentos
la concentracién usada de NaHCOs fue de 20mM. Tomando en cuenta estas consideraciones se

formaron los siguientes grupos experimentales:

1. Espermatozoides control (sin tratamiento).
2. Espermatozoides tratados Unicamente con MBCD.
3. Espermatozoides tratados con MBCD y adicionados con NaHCOs (condicion capacitante).

4. Espermatozoides tratados con BSA y adicionados con NaHCO3 (condicidon capacitante).

Cada uno de los grupos experimentables fueron incubados por al menos una hora a 37°C en un
ambiente controlado con CO; al 5%. Una vez concluido el tiempo de incubacion, se colocan 50ul
de muestra sobre un portaobjetos de vidrio de nuestra cdmara de registro, previamente tratado
con Poli-L-lisina (PLL), la muestra se deja reposar durante un periodo de 15 minutos esto con el

objetivo de que los espermatozoides se adhieran al vidrio y se pueda realizar las mediciones.
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Concluido este tiempo se realiza un lavado para remover los espermatozoides no adheridos y

detener la remocidn de colesterol.

Microscopia de barrido por conductancia idnica

La caracterizaciéon de los moddulos de elasticidad de la membrana plasmatica de los
espermatozoides se realizé utilizando un Microscopio de Barrido por Conductancia |dnica
(SICM, por sus siglas en ingles). El sistema utiliza una micropipeta de vidrio como sensor, la cual
esta llena de una solucion salina y contiene un electrodo de Ag/AgCl, un sistema de control se
encuentra monitoreando continuamente el flujo de corriente eléctrica a través de la punta de la
micropipeta, utilizando cualquier cambio en la corriente para retroalimentar al equipo, se sabe
que cambios ocurridos en el flujo de corriente corresponden a cambios en la distancia de
separacién entre la superficie de la célula y la punta de la micropipeta, respondiendo el sistema
con desplazamiento de la micropipeta (contraccién o extension) permitiendo mantener siempre

una distancia constante entre la punta de la micropipetay la superficie de la muestra (Figura 9).

l |

Micromanipulador Sistema de
control

Entrada
de —

presion

L Amplificador ,|

—| de corriente

Sujetador
| -

Pipeta

Célula

Figura 9. Funcionamiento de un sistema de microscopia de barrido por conductancia iénica (SICM). Se
muestra el diagrama del funcionamiento simplificado de SICM, el sistema fue modificado adicionando un
puerto de entrada de presion para la generacion del jet de presidn.
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Esta técnica permite realizar experimentos de esfuerzo-deformacién en escala nanométrica, a
partir de la deformacion producida en la muestra por un jet de liquido a presion aplicado sobre
la superficie y generado por medio de la misma micropipeta que se utiliza como sensor del
SICM, el cual mantiene siempre una distancia constante entre la punta de la micropipeta y la
superficie de la muestra, lo que permite conocer tanto la magnitud del esfuerzo como de la
deformacion. Esta técnica permite realizar mediciones bajo 2 esquemas de aplicacién de

presion positiva y negativa como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Esquemas de aplicacién de presidn en SICM. En (A) se esquematiza la deformacion producida
por la aplicacién de presién generando un jet de solucién. En (B) observamos la posicion de control del
sistema manteniendo una distancia Zp constante entre la punta de la micropipeta y la superficie de la
membrana. En (C) se esquematiza la aplicacién de presion negativa que permite generar un esfuerzo por
succion para producir una deformacién de la muestra.

Conociendo la presién aplicada sobre la membrana vy el desplazamiento de la superficie de la
muestra en respuesta a esta presién (curva esfuerzo-deformacion), se puede calcular el modulo

de elasticidad (Modulo de Young) para este sistema a partir de la siguiente expresion:

o 16(1 — v2) ;AP
B 3mh

Donde v es la constante de Poisson, £ el modulo de Young, r; es el radio interno de la pipeta, AP
es la presidn aplicada y h es la distancia que se desplazé la punta de la micropipeta. Se asume

v=0.5 para un material incompresible y poco deformable (Sanchez et al, 2008).
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Adquisicion de los datos y analisis

Las mediciones se realizaron en la parte media de la cabeza del espermatozoide debido a que
tiene una mayor superficie y a que presenta una morfologia aplanada. Los registros de presiony
deformacion se obtuvieron con el software de adquisicién y digitalizacién de registros
electrofisioldgicos PClamp10 de Axon Instruments, a una frecuencia de muestreo de 10kHz. De
los registros obtenidos, se analizdé la deformacién producida por la aplicacion del estimulo de
presién como se ilustra en la Figura 11. A partir de estos registros se construyeron las curvas de
esfuerzo-deformacion ajustando la parte lineal a partir de la cual es posible realizar el calculo de

los modulos de elasticidad.
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Figura 11. Ejemplo de un registro presién y deformacién para la construcciéon de una curva de esfuerzo-
deformacién. En (A) observamos un registro completo de la rampa de presién aplicada (trazo azul) a un
espermatozoide y su respuesta en deformacion (trazo verde). La zona de interés para nuestros
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experimentos aparece sombreada en amarillo, la parte de la recuperacién posterior al estimulo (donde
se presenta histéresis) no se utilizd para el andlisis de este trabajo; la zona sombreada en azul
corresponde a la medicién de la altura o grosor de la célula, valor de referencia que utilizamos como
control para asegurar que la aplicacion de presion fuera realizada sobre la célula. En (B) observamos la
curva de esfuerzo-deformacién generada a partir del registro en A, mostrando la deformacién vy el
regreso, haciéndose notoria la presencia de histéresis. En (C) se muestra el registro seccionado (area
amarilla en A) utilizado para nuestro analisis y (D) la correspondiente curva de esfuerzo-deformacion
para esa seccion del registro.

A partir de la curva de esfuerzo-deformacion (E-D) obtenida se realiza un ajuste a la parte lineal
de la curva (Figura 12) para determinar la pendiente de ésta, el valor de la pendiente calculado

se utiliza para el calculo del modulo de elasticidad.
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Figura 12. Ajuste a la curva E-D. Ejemplo de ajuste obtenido para la curva de esfuerzo-deformacién del
registro del espermatozoide deformado en la Figura 11D y su correspondiente médulo de elasticidad.

Se realizd un andlisis estadistico de los datos mediante una prueba ANOVA de dos vias para
evaluar las diferencias entre los grupos experimentales tomando un valor de significancia de *P

< 0.05. Los valores reportados para E corresponden al promedio calculado + el error estandar.
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RESULTADOS

Evaluacion del efecto de la adhesidn al sustrato y analisis del efecto de
MPBCD sobre las propiedades mecdanicas del espermatozoide

Como parte del proceso de estandarizacion de las condiciones experimentales para poder
realizar una medicién dptima, era necesario que los espermatozoides estuvieran bien adheridos
al fondo de la camara de registro, por lo cual se evaluaron 3 diferentes concentraciones de Poli-
L-lisina (PLL) para tratar los portaobjetos de la cdmara de registro y asi determinar en cual de
ellas era posible realizar los experimentos de esfuerzo-deformacién.

Inicialmente, se utilizd una concentracion de PLL al 0.01%, esta concentracion es la utilizada en
nuestro laboratorio como sustrato para adherir las células al portaobjetos para realizar
mediciones electrofisiolégicas con la técnica de patch-clamp, y se procedié a determinar los
modulos de elasticidad tanto para los espermatozoides control (no tratados) como para los
tratados con 1mM de MBCD (Figura 13), obteniéndose un modulo promedio para el control de

E=52 + 8 kPay E=63 + 13 kPa para los espermatozoides tratados con 1ImM de MBCD.
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Figura 13. Mddulos de elasticidad para espermatozoides adheridos al vidrio con 0.01% PLL. En (A)
observamos el modulo de elasticidad promedio para los espermatozoides sin remocién de colesterol
E=52 + 8 kPa y E=63 + 13 kPa para los espermatozoides tratados con una concentracién de 1ImM de
MBCD. En (B) presentamos la dispersidn de los datos obtenidos en cada grupo donde los puntos negros
corresponden a los valores de E de cada célula y el promedio se indica en rojo.
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Sin embargo, en estos experimentos se pudo observar que con esta concentracion de PLL, los
espermatozoides no se adherian correctamente al vidrio, ya que al realizar el lavado de la
muestra quedaban muy pocos espermatozoides adheridos al vidrio y, de los que se lograban
" = H H ’ 7 .

adherir”, algunos se sujetaban parcialmente de la cabeza y se mantenian mdviles lo que
ocasionaba que los flagelos se pegaran a la micropipeta haciendo imposibles los registros, otros
presentaban artefactos donde las “deformaciones” en respuesta a la fuerza aplicada era de

magnitudes mayores a las del grosor de la célula, proporcionando registros erréneos.
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Figura 14. Registro de un espermatozoide no adherido. Registro de una célula estimulada con una serie
de pulsos de jet de presion que registraba desplazamientos mayores a las dimensiones del grosor de la

cabeza del espermatozoide, atribuyendo este comportamiento a desplazamientos de la célula completa
y no a deformaciones de la superficie de la célula.

En la Figura 14 se muestra un trazo ilustrativo del registro de la presion aplicada para generar el
jet de liquido (trazo azul) y del desplazamiento del sensor siguiendo el movimiento en respuesta
el estimulo correspondiente (trazo en verde), para una célula no adherida al vidrio (flotante), en
donde se puede observar que los desplazamientos en respuesta a la aplicacién del estimulo no
corresponden a los esperados para una célula de dimensiones entre 1 y 2 um de grosor,

indicando que la célula de hecho estaba flotando, por lo que cada vez que se aplicaba un jet de
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presion esta se desplazaba completamente, hasta llegar al séptimo pulso de presion donde no
se observa ningun desplazamiento, esto debido a que la punta de la pipeta dejo de estar sobre

la superficie de la célula y cayd al nivel del vidrio.

Con la finalidad de obtener una mejor adhesidon de los espermatozoides al vidrio, se incrementé
la concentraciéon de PLL, utilizando dos diferentes concentraciones: 0.05% y 0.1% (Huang et al.
1983), para ambas concentraciones se observd que los espermatozoides presentaron una
mejor adhesidn, al no detectarse movimientos inesperados de las células y obtener
deformaciones en el rango de magnitud esperado (~1-2 um). Esto nos permitio probar el efecto
de la remocién de colesterol, al incubar los espermatozoides con 1ImM ¢ 0.5mM de MBCD;
ambas concentraciones han sido utilizadas en otros reportes en condiciones capacitantes

(Visconti et al. 1999a).

Cuando las células fueron adheridas a la cdmara utilizando 0.1% de PLL, se calculd el mddulo de
elasticidad promedio para las células control de E = 260 + 40 kPa y E=281 + 101 kPa para las

células tratadas con 1ImM MBCD (Figura 15).
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Figura 15. Mdédulos de elasticidad para espermatozoides adheridos al vidrio con 0.1% PLL y tratados con
1mM de MBCD. En (A) observamos el médulo de elasticidad promedio para los espermatozoides sin
remocion de colesterol E=260 + 40 kPa y E=281 + 101 kPa para los espermatozoides tratados con una
concentracion de 1ImM de MBCD. En (B) presentamos la dispersion de los datos obtenidos en cada
grupo donde los puntos negros corresponden a los valores de E de cada célula y el promedio se indica
en rojo.

Por otro lado cuando se utilizé una concentracion menor de MBCD (0.5mM) observamos un
aparente incremento en el mdédulo de elasticidad para los espermatozoides tratados de E= 423
* 134 kPa mientras que el control presenté un médulo de E= 164 + 29 kPa (Figura 16).
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Figura 16. Mdédulos de elasticidad para espermatozoides adheridos al vidrio con 0.1% PLL y tratados con
0.5mM de MBCD. En (A) observamos el médulo de elasticidad promedio para los espermatozoides sin
remocion de colesterol E= 164 + 29 kPa y E=423 + 134 kPa para los espermatozoides tratados con una
concentracion de 0.5mM de MBCD. En (B) presentamos la dispersion de los datos obtenidos en cada
grupo donde los puntos negros corresponden a los valores de E de cada célula y el promedio se indica

en rojo.

Asi mismo, se evalulo el utilizar una concentracién intermedia de PLL (0.05%) para adherir las
células y se obtuvo que, para los espermatozoides tratados con 1mM MBCD el mdédulo de

elasticidad promedio fue de E=181 + 55 kPa y E=231 + 31 kPa para los no tratados, como

observamos en la Figura 17.
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Figura 17. Mddulos de elasticidad para espermatozoides adheridos al vidrio con 0.05% PLL y tratados con
1mM de MBCD. En (A) observamos el médulo de elasticidad promedio para los espermatozoides sin
remocion de colesterol E=181 + 55 kPa y E=231 + 31 kPa para los espermatozoides tratados con una
concentracion de 1mM de MBCD. En (B) presentamos la dispersién de los datos obtenidos en cada
grupo donde los puntos negros corresponden a los valores de E de cada célula y el promedio se indica

en rojo.
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Para el caso donde usamos 0.5mM MBCD tenemos una media de E=191 + 35 kPay E=177 + 38

kPa para los no tratados, como observamos en la Figura 18.
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Figura 18. Médulos de elasticidad para espermatozoides adheridos al vidrio con 0.05% PLL y tratados con
0.5mM de MBCD. En (A) observamos el médulo de elasticidad promedio para los espermatozoides sin
remociéon de colesterol E=191 + 35 kPa y E=177 + 38 kPa para los espermatozoides tratados con una
concentracion de 0.5mM de MBCD. En (B) presentamos la dispersién de los datos obtenidos en cada
grupo donde los puntos negros corresponden a los valores de E de cada célula y el promedio se indica
en rojo.

Comparando los resultados obtenidos usando las concentraciones de 0.1% y 0.05% de PLL con
los de 0.01%, se puede ver que los médulos de elasticidad calculados se incrementaron, lo que
nos permite pensar que al aumentar 5 ¢ 10 veces la concentracién de PLL permitido una mejor
adherencia de los espermatozoides al portaobjetos y por lo tanto el poder realizar mediciones

confiables de la deformacion de la células.

Es importante destacar que durante las mediciones, hubo un porcentaje de células que no se
deformaron ante la aplicacion del estimulo con el jet de liquido. Pudiendo asi cuantificar el
porcentaje de respuesta de la poblacidon. En la Figura 19 se resume el porcentaje de células que
se deformaron a partir de la aplicacién del jet de presion para las diferentes condiciones
experimentales. De estos resultados podemos destacar que al menos en 3 de los grupos
experimentales (Figura 19A, B y D) se observa que el porcentaje de espermatozoides que
pueden ser deformados en nuestras condiciones experimentales es mayor cuando son tratados
con MBCD comparados contra el control. Esto quiere decir que el tratamiento con MBCD

favorece a obtener un mayor nimero de células que es posible deformar (poblacionalmente).
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Figura 19. Porcentaje de células deformadas. (A) Usando PLL a una concentracion del 0.05% como
sustrato para la adhesidon de los espermatozoides se obtuvo un porcentaje del 20.93% para el grupo
control y 47.61% para las células tratadas con 0.5mM de MBCD. (B) Usando PLL a una concentracion del
0.05% se obtuvo un porcentaje del 28.93% para el grupo control y 56.09% para las células tratadas con
1mM de MBCD. (C) Usando PLL a una concentracion del 0.1% se obtuvo un porcentaje del 60.06% para
el grupo control y 29.03% para las células tratadas con 0.5mM de MPBCD. (D) Usando PLL a una
concentracion del 0.1% se obtuvo un porcentaje del 12.19% para el grupo control y 21.95% para las
células tratadas con 1mM de MBCD.

En la Figura 20 se puede observar en forma de resumen general los resultados obtenidos para
el calculo de los mddulos de elasticidad en las condiciones evaluadas anteriormente. Como
primer observacion tenemos que las células que fueron adheridas al vidrio usando una
concentracion del 0.05% de PLL, no presentaron diferencias significativas entre el grupo

control, que presentd un maodulo de elasticidad de E=207 + 33 kPa, y los dos grupos de células
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tratadas con 0.5 MMy 1 mM MBCD para los que se obtuvo un modulo promedio de E=191 + 38

kPay E=181 + 31 kPa, respectivamente.
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Figura 20. Modulos de elasticidad obtenidos con los distintos tratamientos de MPBCD a dos
concentraciones de PLL. En el caso donde se utilizé una concentracion del 0.05% de PLL no existen
diferencias significativas para el valor de E para ninguno de los dos tratamientos, 0.5mM y 1mM de
MBCD, comparados contra el grupo control, el cual presentd un moédulo de elasticidad E~200kPa. Al
incrementar la concentracion de PLL a 0.1% se observa un incremento en los modulos de elasticidad
obtenidos para los espermatozoides tratados con 0.5mM y 1mM MBCD, sin embargo estos resultados
no son estadisticamente significativos cuando se comparan con el grupo control. Para 0.05% de PLL se
contd con una n=20 para el control, n=20 para 0.5mM MBCD y n=23 para 1mM. Para 0.1% de PLL se
contd con una n = 25 para el control, n=8 para 0.5mM MBCD y n=9 para 1mM. Las barras corresponden
al promedio * error estandar.

Para el caso donde las células se adhirieron con 0.1% de PLL, tampoco se presentaron
diferencias significativas entre el grupo control, donde se obtuvo un médulo de elasticidad de
E=185 + 27 kPa, y los mddulos registrados para las células con los tratamientos de 0.5y 1mM de
MBCD, donde, sin embargo se registraron valores del modulo de elasticidad promedio mayor en

ambos casos, de E=317 + 93 kPay E=281 * 101 kPa, respectivamente, indicdndonos una posible
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tendencia a la rigidizacion de la célula, aunque también podemos observar que la variabilidad
observada en las mediciones es considerable, resultando en que aun con el incremento de los
modulos de elasticidad obtenidos para las células tratadas no se encontraron diferencias

significativas para ninguno de los dos casos.

Adicionalmente, como parte del proceso experimental, se realizaron mediciones del grosor de
la cabeza de los espermatozoides, para determinar un valor de referencia contra el cual se
pudiera comparar la magnitud de las deformaciones debidas al estimulo del jet de presidon que
estuviéramos registrando, de tal forma que, cuando se observaran deformaciones mayores a las
dimensiones del grosor de la célula, como en el caso mencionado anteriormente (Figura 14),
pudiéramos discriminar la medicién asumiendo que se trataba de un espermatozoide mal
adherido al vidrio, por tanto, lo que estabamos registrando era producto de un desplazamiento
completo de la célula flotando en el medio y no propiamente una deformacién de la membrana
plasmatica. Obteniendo de forma inesperada, un promedio del grosor de 1.34+ 0.06 um para
los espermatozoides sin tratamiento y de 1.88 + 0.13 um para los tratados con 1mM MBCD, en
el caso donde se usd una concentracion de PLL al 0.05% para adherir las células. Para el caso
donde se usd PLL al 0.1% se obtuvo un grosor de 1.24 + 0.08 um para los espermatozoides del

grupo controly de 1.33 £ 0.74 um para los tratados con 1ImM MBCD (Figura 21).

Como resultado de la prueba estadistica se encontrd que para el caso donde se utilizd una
concentracion de 0.05% de PLL existieron diferencias significativas entre el grosor de las células
sin tratamiento contra las células tratadas con 1ImM MBCD (*P < 0.05). Para el caso donde se

utilizd 0.1% de PLL, las diferencias entre grupos no resultaron ser significativas.

De acuerdo con los resultados anteriores se optd por utilizar en los experimentos posteriores
una concentracion de 1mM de MBCD, que es la concentracion maxima utilizada en nuestro
estudio y por lo tanto, la concentracién donde esperamos ver el mayor efecto en cuanto a
remocién de colesterol de la membrana, a pesar de que no se hayan observado cambios
significativos en las propiedades eldsticas de los espermatozoides tratados, y de adherir las
células usando portaobjetos tratados con 0.05% PLL, ya que es la concentracién menor de las

estudiadas, donde se observo que las células se adherian correctamente.
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Figura 21. Comparacion entre el grosor de la cabeza los espermatozoides. Se muestran los promedios en
el grosor de los espermatozoides con vy sin tratamiento de remocién de colesterol usando diferentes
concentraciones de PLL como sustrato de adhesion. Para 0.05% de PLL se conto con una n=38 para el
control y n=41 para 1mM. Para 0.1% de PLL se contd con una n=40 para el control y n=41 para ImM. *P
< 0.05. Las barras corresponden al promedio + error estandar.

Analisis del efecto de MBCD y NaHCO3 sobre las propiedades mecanicas
del espermatozoide

Debido a los espermatozoides incubados sélo con MBCD no se observd ningln cambio
significativo en las propiedades eldsticas del espermatozoide, se decidid investigar si es
necesaria la presencia de NaHCOs, que como se menciond anteriormente la capacitaciéon

depende también de la presencia de bicarbonato en el medio.

En la Figura 22 se puede observar los maédulos de elasticidad obtenidos cuando los

espermatozoides son tratados con 1mM MBCD adicionado de 20mM de NaHCOs.

En el caso del grupo sin tratamiento se obtuvo un mdédulo de elasticidad de E=145+ 30 kPa para

las células sin tratamiento y E=261 + 47 kPa para las células tratadas con MBCD y NaHCOs. A
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pesar de que se observa un aumento en el valor de E en el grupo tratado, estos resultados no

fueron estadisticamente diferentes.
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Figura 22. Mddulos de elasticidad para espermatozoides adheridos al vidrio con 0.05% PLL y tratados con
1mM de MBCD adicionado con 20mM de NaHCOs. En (A) observamos el modulo de elasticidad promedio
para los espermatozoides sin remocién de colesterol E=145.17 + 30.06 kPa y E=261.13 + 47.41 kPa para
los espermatozoides tratados con una concentracidon de 0.5mM de MBCD. En (B) presentamos la
dispersién de los datos obtenidos en cada grupo donde los puntos negros corresponden a los valores de
E de cada célula y el promedio se indica en rojo.

El porcentaje de células deformadas para estas condiciones (Figura 23) fue muy similar al
observado en la Figura 19B, siendo consistente con lo mencionado anteriormente, que el

tratamiento con MBCD incrementa la posibilidad de encontrar células deformables.
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Figura 23. Porcentaje de células deformadas cuando son tratados con 1ImM de MBCD adicionado con
20mM de NaHCO3. Se obtuvo un porcentaje del 26.19% para el grupo control y 43.90% para las células
tratadas con 1ImM de MBCD y adicionadas con 20mM de NaHCOs.

30



Analisis del efecto de BSA y NaHCOs sobre las propiedades mecdnicas del
espermatozoide

La adicion de BSA y NaHCO3 al medio fisioldgico de los espermatozoides es el protocolo mas
utilizado para realizar la capacitacién in vitro. Es por eso que se tomaron registros de
deformaciones para espermatozoides tratados bajo este protocolo, y arrojé como resultado un
modulo de elasticidad de E=227 + 23 kPa y E=225 + 33 kPa para los espermatozoides control y

los espermatozoides tratados con BSA y NaHCOs, respectivamente (Figura 24).
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Figura 24. Médulos de elasticidad para espermatozoides adheridos al vidrio con 0.05% PLL y tratados con
BSA al 0.5% adicionado con 20mM de NaHCOs. En (A) observamos el médulo de elasticidad promedio
para los espermatozoides sin remocion de colesterol E=227 + 23 kPa vy E=225 £ 33 kPa para los
espermatozoides tratados con una concentracién de 0.5mM de BSA adicionadas con 20mM de NaHCOs.
En (B) presentamos la dispersion de los datos obtenidos en cada grupo donde los puntos negros
corresponden a los valores de E de cada célula y el promedio se indica en rojo.

lgual que en los casos anteriores se observa un mayor porcentaje de células que se logran
registrar deformaciones en los espermatozoides tratados con BSA y NaHCO3 comparado con los

espermatozoides control (Figura 25).

La figura 26 muestra en forma comparativa los resultados obtenidos de los diferentes grupos
experimentales. En ella podemos observar los mddulos de elasticidad promedio para cada uno
de nuestros grupos, obteniendo para nuestros grupo control (células sin tratamiento) un
modulo de elasticidad promedio de E= 200 + 17 kPa, que comparado con los grupos tratados
con MBCD E= 181 + 31 kPa, MBCD+NaHCO3 E=261 + 47 kPa y BSA+NaHCO3 E=225 + 33 kPa,

donde las diferencias no fueron significativas.
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Figura 25. Porcentaje de células deformadas cuando son tratados con BSA al 0.5% y adicionado con 20mM
de NaHCO3. Se obtuvo un porcentaje del 32.14% para el grupo control y 57.14% para las células
tratadas con BSA al 0.5% y adicionadas con 20mM de NaHCOs.

Se anexaron las mediciones hechas en células espermatogénicas, como un control adicional,
con el propdsito de tener una comparativa contra otro tipo celular. Se eligieron espermatocitos
primarios del estadio de paquiteno, ya que presentan un mayor tamafio y forma globular (~16
um de diametro), por lo que se esperaba que presentaran propiedades mecdnicas diferentes al
espermatozoide. Es de importancia mencionar que estas células no se sometieron a ningun
tratamiento para remover colesterol debido a que Unicamente se deseaba obtener un moédulo
de elasticidad promedio de este tipo de células, y no es el propdsito de este trabajo alterarlas
de ninguna manera. En la Figura 26 se puede observar el mddulo obtenido de E= 22 + 3 kPa,
valor que se encuentra muy por debajo de los obtenidos para los espermatozoides con o sin
tratamiento. Lo que de primera mano nos dice es que son células mas flexibles, al ser mas

grandes, redondas y con un volumen mayor de citoplasma.
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Figura 26. Comparacion de médulos de elasticidad de nuestros grupos experimentables. Se muestran los
promedios de cada uno de los grupos experimentales teniendo para el control E=200 + 17 kPa (n=49),
MBCD E=181 + 31 kPa (n=23), MBCD+NaHCO3 E=261 + 47 kPa (n=18) y BSA+NaHCOs E=225 + 33 kPa
(n=32), obteniendo como resultado de la prueba estadistica que no existen diferencias significativas en
ninguno de ellos en comparacién contra el grupo control. Se adiciond un grupo de células
espermatogénicas para tener una comparativa con otro tipo celular con propiedades eldsticas
diferentes. Las barras corresponden al promedio * error estandar.

Finalmente, como parte adicional del trabajo se encontrd que el grosor de las células podria
estar cambiando en las células sometidas a la remocion de colesterol, por lo tanto, se continud
registrando las mediciones del grosor de las células que fueron tratadas con MBCD+NaHCO3 y
BSA+NaHCOs, obteniéndose para el primer caso un espesor promedio de A=1.32 £+ 0.08 um y de

A=1.51 + 0.05 um para el segundo caso.

En un analisis comparativo, en la Figura 27 mostramos los diferentes grupos experimentales, y
como lo mencionamos en la primera parte de este trabajo se encontrd que las células tratadas
Unicamente con MBCD mostraban una diferencia significativa contra las células sin tratamiento.

Caso contrario a lo que se obtuvo con las células tratadas con MBCD y NaHCOs3, grupo que no
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tuvo diferencias significativas contra el control, sin embargo, al comparar el grupo tratado con
BSA y NaHCOs se observd que si aumentaba de manera significativa el espesor de las células
comparada contra el control. En especifico, estos resultados nos lleva a plantearnos nuevas
preguntas, ¢Cudl es el mecanismo que estd actuando para que se lleve a cabo este
engrosamiento de la células? éDe qué forma estd actuando el NaHCOs con la MBCD para que se
pierda este efecto? éPor qué cuando son tratadas con NaHCOs y BSA no se pierde este efecto?

Preguntas que serdn retomadas mas adelante en la seccion de discusion.
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Figura 27. Comparacion del grosor de los espermatozoides de nuestros grupos experimentables. Se
muestran los promedios de cada uno de los grupos, para el grupo control A=1.22 + 0.03 um (n=136),
MPBCD - NaHCO; A=1.88 + 0.15 um (n=41), MBCD + NaHCO3; A=1.32 + 0.08 pm (n=41), BSA + NaHCOs3
A=151 + 0.05 um (n=56). Como resultado de la prueba estadistica se obtuvieron diferencias
significativas en las células tratadas Unicamente con MBCD vy las que fueron tratadas con BSA y NaHCOs
en comparacién con el grupo control. Las barras corresponden al promedio + error estandar. El * denota
P <0.05.
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DISCUSION

Se ha sugerido que la remocién de colesterol de la membrana plasmatica de los
espermatozoides de mamifero es el disparador del proceso de capacitacion que conlleva toda
una serie de cambios fisioldgicos, que van desde el reordenamiento lipidico y proteico dentro
de la membrana plasmatica hasta la activacidn de vias de sefializacion que incluyen fosforilaciéon
de proteinas e incremento en las permeabilidades idnicas de la membrana plasmatica, donde
estos diversos eventos pueden estar siendo favorecidos en mayor o menor proporcion por los
cambios en la composicién lipidica de la membrana plasmatica. Existen evidencias donde se
observa una migracion de seminolipidos, los cuales se encuentran altamente concentrados en
la parte apical de la cabeza del espermatozoide en células control, mientras que en
espermatozoides capacitados estos seminolipidos migran hacia la parte ecuatorial de la célula,
lo que sugieren que el proceso de capacitacion pudiera estar favoreciendo la fluidez de la
membrana (Flesch and Gadella 2000). Sin embargo, en nuestro estudio abordamos la
caracterizacion de la rigidez de la membrana, teniendo en cuenta que estas dos caracteristicas,
fluidez y rigidez, pudieran tener una relacién directa, de tal forma que en una membrana con
modulos de elasticidad bajos, o sea una membrana menos rigida, estaria presentando
caracteristica de una mayor fluidez, no obstante, no existe evidencia que nos permita
correlacionar estas caracteristicas de forma directa para poder aseverar esto, pero podemos

sugerir que lo estan.

Al inicio de la experimentacién para caracterizar el médulo de elasticidad de la membrana de
espermatozoide, observamos que el polimero (PLL) que usamos como sustrato para que los
espermatozoides se adhirieran no funcionaba adecuadamente a bajas concentraciones, por lo
gue se tuvo que incrementar la concentracion, lograndose una mejor adherencia de las células,
sin embargo al incrementar la concentracién de PLL a 0.1% se observé que se producia un
efecto de rigidizacion de las células (E~300kPa), esto podia deberse a la carga positiva del
polimero, que a concentraciones altas esté tensionando a las células de modo que, al intentar

deformarlas en nuestro ensayo, estas ya estuvieran previamente tensionadas por la adherencia

35



al polimero, lo cual se traduce en mddulos de elasticidad elevados como los observados en
nuestras mediciones, y en comparacion con los obtenidos para la condicion donde se usé una
menor concentracion de PLL (Figura 20). La PLL se utiliza cominmente como sustrato para
cultivo celular, ya que los procesos de migracion y division celular o proliferacion requieren de
sitios de anclaje (Raghavan et al. 2013), y se sabe que concentraciones elevadas de PLL tienen
un efecto negativo sobre la viabilidad celular (Lu et al. 2009). Por otro lado, se sugiere que
cuando se tratan los portaobjetos con el polimero PLL, éste no se distribuye uniformemente
sobre el vidrio, causando que los espermatozoides no estén sujetos de una manera
homogénea, por lo tanto esto puede estar influyendo negativamente en la variabilidad de

nuestras muestras.

El médulo de elasticidad calculado a partir de nuestros experimentos para la membrana del
espermatozoide de raton presentd un valor elevado (E~200kPa) en comparacion con los
registrados para otros tipos celulares (Sanchez et al. 2008, Byfield et al. 2004), indicando que
este tipo de células presentan una estructura muy rigida, lo que puede estar relacionada con las
caracteristicas particulares del espermatozoide, como el hecho de que es una célula muy
pequefia, completamente diferenciada y practicamente sin citoplasma, permitiéndonos pensar
gue la membrana plasmatica esta interaccionando directamente con el citoesqueleto,
reflejandose esta interaccidn en valores elevados del médulo de elasticidad. Existen evidencias
gue nos hablan de la rigidez de los espermatozoides de ratdon, por ejemplo es practicamente
imposible romper la membrana para realizar parches de célula completa utilizando la técnica
convencional de registros electrofisioldgicos patch-clamp, debido a que la membrana del
espermatozoide de ratdn es poco eldstica y presenta una morfologia aplanada (Espinosa 1999),
lo que se hace mas evidente al tratar de hinchar el espermatozoide utilizando soluciones
hipotdnicas, en donde solo se logra un hinchado minimo de la parte dorsal de la cabeza del
espermatozoide, sin que se pierda su morfologia caracteristica, caso contrario a los
espermatozoides de erizo de mar los cuales pierden completamente su morfologia hinchandose
al ser sometidos a estrés osmotico (Espinosa 1999). Se piensa que esta rigidez extrema del
espermatozoide es conferida por las proteinas del citoesqueleto y por la presencia del nucleo

gue contiene el material genético supercondensado (Ochs et al. 1986, Longo et al. 1987).
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Por otro lado, ninguno de los tratamientos experimentales indujo cambios significativos entre
los modulos de elasticidad calculados, sin embargo, la razén de no encontrar diferencias entre
nuestros grupos de estudio puede atribuirse principalmente a dos causas: la primera, a que las
mediciones se realizaron en la region ecuatorial de la cabeza del espermatozoide, en donde la
membrana plasmatica no estd tan enriquecida de colesterol. De acuerdo con reportes (Visconti
et al. 1999), la membrana se encuentra enriquecida de colesterol principalmente en la parte
apical de la cabeza del espermatozoide (Figura 28) y debido a que nuestras mediciones fueron
realizadas en la parte ecuatorial de la cabeza, la cual presenta regiones enriquecidas de
colesterol y regiones que no, es probable que esto sea una de las posibles fuentes de dispersion
en nuestras mediciones y que al hacer un promedio, resulte en mddulos semejantes entre las

células control y las tratadas.

Figura 28. Identificacion de complejos filipina-colesterol en espermatozoides de ratén. Microfotografias
de transmision electrénica en muestras de crio-fractura de (A) espermatozoides incubados en medio
fisioldgico sin BSA o (B) medio fisioldgico adicionado con BSA. Los complejos formados entre colesterol y
filipina toman estructuras esféricas, observando en (A) una mayor cantidad de estos complejos,
localizada principalmente en la regidén apical de la cabeza, mientras que en (B) se observa una
disminucion en la cantidad y redistribucién de los complejos formados como consecuencia de la
remocion de colesterol por BSA. (Figura tomada de Visconti et al. 1999b).

La segunda causa que puede estar afectando nuestros resultados es la existencia de una
reestructuracion del citoesqueleto de la célula (Figura 29), se ha reportado que existe un

incremento en la polimerizacidon de actina durante el proceso de capacitaciéon (Brener et al.
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2003), evento que pudiera estar influenciando los valores de rigidez obtenidos, ya que una de
las funciones principales del citoesqueleto es proveer el andamiaje interno de la célula y por lo
tanto, cualquier alteracion que se pudiera estar haciendo sobre la estructura lipidica de la
membrana que la haga menos rigida al remover el colesterol, podria estar siendo enmascarada
0 neutralizada por la polimerizacion de nuevas fibras, lo que seria lo mismo decir que tenemos
mas puntos de sujecion y por eso mismo no logramos observar cambios en la rigidez de la

membrana plasmatica del espermatozoide.
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Figura 29. Polimerizacién de actina durante el proceso de capacitacién en toro, ratén, humano y carnero.
Imdgenes de fluorescencia con tincidén especifica para actina. Las figuras en la parte superior
corresponden a espermatozoides no capacitados de diferentes especies de mamiferos, mostrando una
menor intensidad de fluorescencia, mientras que las imagenes de la parte inferior muestran una mayor
intensidad de fluorescencia cuando los espermatozoides fueron incubados en condiciones capacitantes.
Denotando que al capacitarse los espermatozoides incrementa la polimerizacién de actina (Figura
tomada de Brener et al. 2002.)

Otro punto importante que se observa en nuestros resultados es el incremento en el grosor de
la célula, fendmeno que se presenta en dos de los grupos experimentales estudiados, a pesar
de que en todos ellos se tiene en comun la remocion de colesterol de la membrana, esta puede
darse en diferentes “grados”, dependiendo de la potencia del acarreador de colesterol usado. El
primer caso donde ocurre el engrosamiento de la célula es donde Unicamente se utilizo MBCD

como tratamiento para remover colesterol, este aumento en el grosor de la célula puede

38



deberse a la reestructuracion del citoesqueleto que ocurre durante el proceso de capacitacion,
como se menciond anteriormente, sin embargo no se ha reportado que esta condicidon capacite
a los espermatozoides. Caso contrario, donde tenemos la presencia de BSA y NaHCOs en el
medio de incubacion, la cual es la condicién in vitro mas utilizada para capacitar los
espermatozoides y en donde nosotros observamos que se presenta el fendmeno de
engrosamiento de la célula. Si efectivamente la polimerizacion de las fibras de actina del
citoesqueleto es la razén para que ocurra este aumento en el grosor de la célula, entonces
estariamos hablando de que la simple remocion de colesterol de la membrana estaria
disparando los mecanismos para que se lleve a cabo la polimerizacion de actina. Por otro lado,
se sabe que la polimerizacién de fibras de actina es dependiente de Ca?* (Gremm and Wegner
2000), siendo ésta regulada por proteinas de union a actina, las cuales se conoce que se
encuentran presentes en los espermatozoides de mamifero (Finkelstein et al. 2010), en
especifico se tienen reportes que durante el proceso de capacitacién, la gelsolina, una proteina
encargada de regular el ensamblaje o desensamblaje de las fibras de actina, se encuentra
fosforilada y unida al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), lo que la mantiene en un estado
inhibido y sélo se activa justo antes de la reaccion acrosomal (lckowicz et al. 2012). La
activacién de la fosfolipasa C (PLC) ocurre al incrementarse la concentracion de Ca?*
intracelular, dando lugar a la hidrolisis del PIP;, permitiendo la liberaracidon y activacién de la
gelsolina, la cual comienza a disociar las fibras de actina induciendo la reaccion acrosomal
(Ickowicz et al. 2012). Bajo este esquema, observamos que la regulacién de la polimerizacion de
las fibras de actina podria converger con las vias de fosforilacion del proceso de capacitacion,
debido a que la PKA mantiene en un estado fosforilado a gelsolina, lo que es indispensable para

mantenerla inactiva (Finkelstein et al. 2010).

Entonces, retomando nuestros resultados, podriamos decir que el engrosamiento de los
espermatozoides tratados con BSA y NaHCOs (condicidon capacitante) corresponde con este
fendmeno y estas condiciones llevan eventualmente a la activacion de la PKA para la

fosforilacion de proteinas en tirosina (Visconti et al. 1999a).

Para el caso donde tratamos los espermatozoides con MBCD y NaHCO3 observamos que no

habia cambios en el grosor de las células aun siendo esta una condicion reportada como

39



capacitante. Esto puede deberse a la alta eficiencia de la MBCD para remover colesterol de la
membrana, y que este tratamiento sea mas efectivo y no sélo lleve a los espermatozoides a un
estado de capacitacién, sino que los lleve a un estado post-capacitacion donde ya se hubiese
llevado a cabo la reaccion acrosomal, recordando entonces que previo a la reaccién acrosomal
ocurre una rapida depolimerizacion de las fibras de actina, con lo que no se veria reflejado el

engrosamiento en nuestros resultados.

Finalmente, en el caso donde se incubaron los espermatozoides en presencia de MBCD pero sin
NaHCOs, podria estar ocurriendo que la capacidad de la MBCD para remover el colesterol esté
activando alguna via de influjo de Ca%*, aumentando su concentracion intracelular, lo cual
activaria la adenilil ciclasa con una subsecuente activacion de la PKA y de esta forma se podria
fosforilar gelsolina inhibiéndola y permitiendo que la polimerizacién de actina se lleve a cabo y

se vea reflejado en el aumento de grosor de la célula.
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CONCLUSIONES

El espermatozoide es una célula muy rigida y compacta, ya que presenta un maédulo de

elasticidad de E~200 kPa, el cual no parece verse alterado por la remocién de colesterol

de la membrana plasmatica.

Tanto la capacitacion de los espermatozoides como el tratamiento con MBCD producen

un engrosamiento de la cabeza de los espermatozoides.
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PERSPECTIVAS

Evaluar el uso de farmacos que rompan las fibras de actina del citoesqueleto de la célula
con la finalidad de eliminar la posible contribucion sobre la rigidez observada en los

espermatozoides.

Calcular los coeficientes de difusién de los lipidos dentro de la membrana utilizando
técnicas como el Photobleaching para relacionarlos con posibles cambios en la fluidez de

la membrana.

Determinar si el efecto de engrosamiento de las células es debido al incremento en la
polimerizacion de actina reportada durante la capacitacidén haciendo uso de activadores

de reaccién acrosomal.

Relacionar un estudio temporal de las permeabilidades iénicas del HCOs™ y Ca?* tras la
adicién de acarreadores de colesterol para profundizar en los mecanismos de accion de

estos compuestos durante la capacitacion.

Realizar ensayos para cuantificar reaccién acrosomal en las condiciones antes
estudiadas para poder correlacionar este estado de la célula con las propiedades

observadas.

Validar con otras técnicas alternativas, como la microscopia de fuerza atomica (AFM), las
propiedades mecdnicas del espermatozoide de ratén y los parametros caracterizados en

este estudio.
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