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Resumen

Este trabajo estudia el efecto del xenén en células aisladas (espermatozoides de
ratén) con el fin de tratar entender los efectos que produce este gas inerte a escalas

mayores en el cuerpo.

Con el fin de estudiar el efecto que el xenén ejerce en las células es llevado a cabo
un estudio de la motilidad de los espermatozoides de ratéon bajo condiciones de estrés
por temperatura y por perdida gradual de glucosa por un periodo de 17 horas a presion

atmosférica y presiones de hasta 12 atmdsferas de xenén y nitrégeno.

Los resultados muestran que los espermatozoides en presencia de xenén mantienen
la misma motilidad inicial por un mayor tiempo en presencia del xenén comparado
contra un grupo control, lo que apunta a que el xenén ejerce un efecto protector en

estas células.



Abstract

In this work we study the effect of xenon over isolated cells (mice’s spermatozoa) to

understand the effect that this inert gas has at larger scales on the body.

In order to study the effect of xenon exerts on the cells, a motility study of the mice’s
spermatozoa has been done. This motility study considered special conditions in which
the mice’s spermatozoa were under stress conditions by temperature and gradual glucose
disminutions over a period of 17 hours at atmospheric pressure and other pressures up

to 12 atmpsheres of xenon and nitrogen.

The results showed that mice’s spermatozoa in the presence of xenon keeps the same
initial motility over a longer period of time in contrast to a control group, which points

that xenon exerts a protective effect over these cells.
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1. Introduccion

1.1. Anestésicos generales

Los anestésicos generales son drogas que deprimen el sistema nervioso central a
un grado suficiente que permite la realizacion de intervenciones quirurgicas u otros

procedimientos nocivos o desagradables [1].

Debido a la cantidad de sitios de accién de los anestésicos generales (sitios de unién
en proteinas, cavidades de proteinas, interfaces lipido-proteina e interfaces proteina-
proteina, etc.) y al no existir un acuerdo ampliamente aceptado sobre los mecanismos
por los cuales ocurre la anestésia general, solo es posible estudiar los sitios de interaccion
que presentan sin decidir si son relevantes o no al describir sus efectos. Por lo tanto, el
mecanismo por el que se produce la anestesia general sigue siendo uno de los grandes

problemas sin resolver en la neurofarmacologia [2].

Dada la complejidad en las estructuras quimicas de los anestésicos generales em-
pleados hoy en dia, entender el mecanismo de accién del xenén (un simple gas mono-
atémico), podria ser pieza clave para elucidar el mecanismo por el que se produce la

anestesia general.

1.2. Xenon

El xenén es un elemento quimico descubierto en 1898 por Sir William Ramsay
profesor de quimica de la University College London, mediante destilacion fraccionada
del aire. Su nombre, que proviene del griego significa “extrano”. Es un elemento quimico
que pertenece a la familia de los gases inertes que esta presente en la atmosfera en un

porcentaje no mayor a 8.752x107% %.

Al igual que el resto de los gases inertes el xendn se caracteriza por no interaccionar



tan facil con otros elementos. Sin embargo, debido a su polarizabilidad tiende a formar
enlaces de tipo Van der Waals. Esta polarizabilidad instantanea es lo que le permite

interaccionar débilmente con otras moléculas tales como la mioglobina [3].

Recientemente ha surgido un interés en su uso en el area de la medicina donde se ha

encontrado que tiene aplicaciones como protector de érganos [4] y anestésico general[5].

Algunas caracteristicas que hacen atractivo el uso del xenén son:

= Debido al bajo coeficiente de particién sangre/gas (0.12), presenta una répida

induccién y recuperacién en el organismo[2].

= Debido a su naturaleza poco reactiva no interacciona con ningun otro farmaco en

el organismo ni es metabolizado.
» Cruza rdpidamente la barrera hemato-encefalica[f].

= No causa ningin cambio significativo en la contraccién cardiaca, presion sanguinea

ni en la resistencia vascular sistémica atin bajo enfermedades cardiacas[7].

= Debido a que es un gas obtenido de la atmosfera no representa una amenaza como

contaminante al medio ambiente.

Actualmente hay dos teorias que intentan explicar la interacciéon del xenén en los
seres vivos, la primera de ellas es por medio de receptores celulares. Existe evidencia
de la interaccién del xenén con los subtipos de receptores a glutamato, NMDA (donde
por medio de experimentos con la técnica de patch-clamp en neuronas hipocampales
de rata [6], se encontré que el xenén inhibe su capacidad excitatoria al igual que el
antagonista selectivo AP5, por lo que se considera que el xenén actia como un anta-
gonista a dichos receptores) y AMPA (donde esta reportado que juega un papel en su

desensibilizacién|[7]).



Esta reportado que 0.5 atmésferas de xenén tienen un efecto neuroprotector|l| contra
la hypoxia e isquemia en condiciones in vitro cuando es aplicado antes de una lesion o

después de un lapso de 3 horas después de ocurridal4].

El primer reporte de un tratamiento neuroprotector proviene de los antiguos griegos,
quienes utilizaban la hipotermia para tratar los dolores de cabeza. En la actualidad
se ha encontrado que el xenén en conjunto con la hipotermia se combinan de forma
sinérgica como neuroprotectores en contra de la asfixia neonatal, efecto probado en un
modelo con ratas[8], donde se indujo apoptdsis y necrosis in vitro por medio pruebas de
privacién de oxigeno y glucosa, ademds de la adicion de NMDA (300uM) y glutamato
(300 M).

El glutamato es uno de los principales neurotransmisores en el sistema nervioso[9],
sin embargo una sobreestimulacién puede resultar toxica tanto para las neuronas como
parar las células gliales [10]. En el trabajo de Pamela Sun y colaboradores, se explica

el tren de eventos que desencadena el dano a nivel celular de las neuronas:

...Las funciones neuronales y de supervivencia dependen de un suministro constante
de oxigeno y glucosa para producir ATP a través de glicolisis y respiracion mitocondrial.
En condiciones de isquemia e hipoglicemia (cerebral), un déficit de energia resulta en la
disfuncion de la liberacion de neurotransmisores presinapticos y conlleva a un incremen-
to neto del glutamato extracelular, causando neurotoxicidad. El exceso de glutamato
activa sus receptores postsinapticos, llamados NMDA, AMPA y KAINATO. La activi-
dad de los receptores de AMPA despolariza la célula y simultaneamente desbloquea los
canales NMDA (removiendo el bloqueo por iones M g?"), permitiendo asf la entrada de
Ca**. La despolarizacién abre los canales de calcio activados por voltaje permitiendo
la entrada de iones C'a*" que debido a una sobreestimulacién eventualmente se acumu-

lan y bajan el gradiente osmotico en la célula, sometiendo a la célula a citotoxicidad.

1Un neuroprotector es un agente que previene la muerte o degeneracién neuronal mediante la
inhibicién de uno de los pasos en el proceso que sigue al dano del sistema nervioso o isquemia debido

a la oclusién de una arteria o hipoxia[Ll].



El reticulo endoplasmatico y la mitocondria actiian como un vasto almacén y como
reguladores de C'a®*. Mas alld de un punto critico, la sobrecarga de calcio interrumpe
la funcién mitocondrial. Lo que promueve la activacién de sistemas enziméaticos inclu-
yendo lipasas, proteasas y endonucleasas, que causan una abrumadora produccion de
radicales libres, sintesis de 6xido nitrico, MAP quinasas (MAPK) y productos téxicos
de las reacciones, llevando a una muerte neuronal. La membrana interna de la mitocon-
dria es rota y causa la oxidacion de las proteinas involucradas en la produccion de ATP,

reduciendo la energia disponible para las bombas de la membrana celular, resultando
en apoptosis [12].
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Figura 1: Los receptores NMDA son un subtipo de receptor de glutamato activados por un ligando

y por voltaje, que regulan el flujo hacia el interior de las célula los iones Nat y Ca?t.

El uso de antagonistas de los receptores NMDA parece ser una pieza clave para
reducir el dano neuronal. Existen reportes del uso de antagonistas de los receptores
NMDA como protectores celulares tal como Licostinel [13], MK801 [I4] y Gavestinel
[4], sin embargo muchos de estos antagonistas no son tan efectivos debido a que no pasan
la barrera hemato-encefdlica tan facilmente, lo que vuelve especialmente atractivo al

xenon.

Ademas del efecto neuroprotector del xenén, hay evidencia de un efecto cardiopro-
tector en un modelo de isquemia miocardica en corazones de rata in vivo via induccion

de PKC-¢ y p38 MAPK[15].

El efecto del xenén sobre los receptores NMDA parece explicar la mayoria de los



efectos que este ejerce sobre el cuerpo, sin embargo no explica una depresion en el
metabolismo de la glucosa en el cerebro [10], efecto contrario al reportado en otros
antagonistas tal como la ketamina [I7]. Por lo que la sola interaccién del xenén con los

receptores NMDA no explica todos los efectos que produce en el cuerpo.

Otra teoria que intenta explicar el efecto anestésico del xendn se basa en la inter-
accién con los fosfolipidos que componen la membrana de las células [I8]. En donde
se encontré que el xenén debido a su naturaleza hidrofébica tiende a meterse en la
region de las colas de los fosfolipidos que componen las membranas celulares, de mane-
ra que ocurre una desorganizacion de las colas de los fosfolipidos, ademds de predecir
una reversion de este efecto ante un incremento de presién, hallazgo encontrado en
otros anestésicos generales como el etanol y carbamato de etilo (donde se logro revertir
su efecto anestésico en renacuajos con una presion hidrostdtica de 200-300 atm. [19]),

ademéds de halotano y metoxifluorano [20].

Figura 2: Izquierda: Distribucién del xenén (rojo) en una bicapa lipidica a baja presién. Derecha:
Distrubucién del xenén (rojo) en una bicapa lipidica a alta presion, se observa una disminucién en el

area de las colas de los lipidos asi como una distrubucién de los a&tmos de xenén.

Esta fluidizacion del xenén concuerda con la solubilidad reportada pare este y
otros anestésicos generales en lipidos, relacion conocida como la correlacion de Meyer-
Overton, que establece que el efecto anestésico de una droga es proporcional a su solubi-
lidad en el aceite de oliva puro, efecto que podria implicar un cambio en la permeabilidad
de las neuronas al transito de los iones a su interior y explicar de esta forma el efecto

anestésico.

Actualmente el uso del xenén con fines clinicos esta aprobado en Rusia y Alemania
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Figura 3: Correlacién de Mayer-Overton.

[21]. Sin embargo, debido al alto precio del xenén comparado con otros anestésicos
generales (2000 veces mas caro comparado con el 6xido nitroso) y con otros gases érgano-
protectores mas baratos tal como el helio o hidrégeno, su uso permanece reservado para

las aplicaciones que ameriten su elevado precio (10 dolares por litro).

A pesar de los estudios llevados a cabo sobre la interaccién del xenén con diversos
tejidos (cerebro, corazén) atn no hay ningin reporte de su efecto en células aisladas,
lo que podria brindar un eslabon mas para entender su mecanismo de accion y explicar

los diversos efectos que ejerce en los seres vivos.

1.3. Los espermatozoides

En el presente trabajo se estudia la interaccién del xenén en los espermatozoides de

raton a través de un estudio temporal de su motilidad.

Los espermatozoides de ratén son células haploides de forma falciforme, que constan
principalmente de una cabeza y un flagelo. Dentro de la cabeza se encuentra ADN dentro
de un ntcleo, organelos y una membrana celular que cuenta con receptores celulares

y proteinas ademas de un pequeno depésito llamado acrosoma que contiene enzimas



hidroliticas.

Figura 4: Partes de un espermatozoide.

Para entender el efecto que produce el xenén en los espermatozoides es necesario
conocer como es que estas células producen su movimiento. El elemento que confiere
movimiento a los espermatozoides es el flagelo, que cuenta ademas con una regién préxi-
ma a la cabeza conocida como pieza media, que en su interior cuenta con mitocondrias

que proporcionan parte de las necesidades energéticas de la célula.

La estructura interior del flagelo conocida como axonema o estructura 9+2, esta
compuesto por un arreglo de 2 pares de microtibulos centrales rodeados por otros
nueve pares mas distribuidos a su alrededor conectados por la proteina nexina que

confiere estabilidad estructural.

Figura 5: Descripcién de un axonema: 1. Par de microtibulos exteriores, 2. Par de microttibulos

centrales, 3. Brazos de dineina, 4. Radio, 5. Puente de nexina 6. Membrana plasmatica

Cada uno de estos pares de microtiibulos contiene un microtibulo con dineinas,
estas proteinas se contraen debido a la fosforilazon de ATP, lo que a su vez mueve los

microtibulos, efecto que a gran escala produce el movimiento de la célula.
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En el ano 2001 fueron descubiertos dos canales de calcio en espermatozoides ma-
duros, llamados CatSper[22] y CatSper2[23]. Estos canales estdn relacionados en la

motilidad celular en la cual el calcio juega un papel muy importante.

Es conocido el efecto de algunas drogas como la quindina, procainamida, la me-
xiletina y diltiazem de reducir la motilidad de los espermatozoides|24]. Se cree que
el efecto del diltiazem es debido al bloqueo que ejerce en los canales de calcio de los
espermatozoides[25]. Por el contrario, algunas drogas como la cafeina estimulan el mo-

vimiento de los espermatozoides[26].

Estd reportada la presencia de receptores NMDA (NR2B) en la pieza media del fla-
gelo de los espermatozoides de ratén y humano [27]. De interaccionar el xenén con estos
receptores podria cambiar la permeabilidad del Ca®*, lo que disminuiria la motilidad

de los espermatozoides.

En el presente trabajo se propone estudiar el efecto del xenén en los espermatozoides
de ratén ante condiciones de estrés prolongado durante 17 horas ( estrés debido a la
disminucién de un suministro de glucosa y una temperatura constante de 25°C que es
superior a la temperatura optima en la motilidad de los espermatozoides de ratén de

10°C [26)).

Para estudiar la interaccion del xendn es registrada la motilidad de los espermato-
zoldes como una medida del estado de las células a través de un sistema laser tal como

el utilizado en [26].



2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Estudiar el efecto del xendn en los espermatozoides por medio de la evolucién tem-

poral de la motilidad.

2.2. Objetivos particulares

» Estudiar la evolucién temporal de la motilidad de los espermatozoides a presion

atmosférica.

» Estudiar la evolucién temporal de la motilidad de los espermatozoides ante la

presién hidrostatica producida por Ny a 12 atmoésferas y una temperatura de

25°C.

» Estudiar la evolucién temporal de la motilidad de los espermatozoides ante la
presién hidrostatica ejercida por xendén a 10 y 12 atmédsferas a una temperatura

de 25°C.



3. Metodologia

3.1. Aspectos técnicos
3.1.1. Obtencion de los espermatozoides

Los espermatozoide son obtenidos de ratones de 6 semanas de edad de la cepa
CD1, los cuales son sacrificados por fractura cervical. Posteriormente son extraidos
ambos epididimos y depositados en un tubo eppendorf previamente llenado con 1 mL
de solucion WH (Whitten-Hepes: 135mM NaCl, 5mM KCI, 2mM CaCly, ImM M ¢SOy,
10mM HEPES, 10mM glucosa y 1mM piruvato de sodio, a pH 7.3 (NaOH)). Una vez
que ambos epididimos se encuentren en la solucién son cortados para liberar en el medio
a los espermatozoides, la solucién final obtenida es de color opaco y contiene tejido y
espermatozoides, adicionalmente es agregado 1 mL de solucién WH, posteriormente
es dejada reposar la soluciéon por 30 minutos. Transcurrido este periodo son retirados
1.5 mL de la parte superior de la solucién y depositado en un nuevo tubo eppendorf
con 1.5 pl. de Penstrep (producto de penicilina y estreptomicina), la solucién final
es homogeneizada utilizando una micropipeta antes de ser colocados 200uL. de esta

solucion en cada uno de los reservorios del porta muestras.

Figura 6: Portamuestras disefiado para trabajar con gas a presién, consta de una parte de aluminio

y una tapa en el fondo hecha de acrilico
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3.2. Arreglo experimental

El arreglo experimental consiste de una camara de metal que alberga un porta
muestras que es mantenido a una temperatura constante por medio de un sistema
de bombeo de agua. La camara cuenta con dos valvulas para introducir gas en su
interior y dos tapas de acrilico disenadas para trabajar a altas presiones asi como para
reducir la cantidad de gas utilizado, lo que permite economizar el gasto de xenén en los

experimentos.

Para iluminar las muestras es utilizado un laser de 495mW de una longitud de onda
de 550-1064 nm. Para aumentar el tamano del spot del laser es colocada una lente en
el emisor del laser y es montado a 8 metros de la camara. Para hacer incidir la luz
proveniente del laser es utilizado un espejo posicionado justo bajo la tapa inferior de la

camara.

I
il

Figura 7: Arreglo experimental.

Para registrar la luz del laser que pasa a través de las muestras es utilizada una
camara digital PL-B742U de la marca Pixelink, de 1.3 megapixeles. La camara digital

se encuentra montada por encima de la tapa superior de la cAmara y esta conectada a

11



una computadora que almacena las imagenes.

3.3. Software
3.3.1. Captura de imagenes

Debido a que las mediciones son realizadas por un largo periodo de tiempo (hasta
17 horas) fue creado un programa que se comunica con la cdmara digital y captura las
imagenes. El programa fue escrito en C++ y graba las imégenes por grupos en periodos
de 3 minutos durante cada hora. Las imagenes son tomadas con 1 segundo de diferencia
entre cada captura. Cada grupo de mediciones es grabado en carpetas para separar

cada medicién de forma secuencial para su posterior analisis.

3.3.2. Analisis de las imagenes

Para el andlisis de las imdgenes fue creado un programa en Matlab que de ma-
nera automatica analiza cada grupo de iméagenes registrado. Cada imagen registra la
luz proveniente del laser al pasar por cada una de las 6 muestras en forma de ruido
Speckle. El programa analiza cada muestra por separado de cada imagen mediante una

autocorrelacién temporal:

1 < I(to)I(to+1) >
cr(to,t) = 5 Collio + 1) >t (1)
ﬁ < ](to) >xy< ](to + 1) >XyY

Donde 5 es un factor de normalizacién calculado a partir de la autocorrelacion temporal
de I(ty) consigo mismo. Iy es la intensidad promedio en el tiempo tg, esto es, la suma

de todos los elementos de la matrix I(X,Y, ¢y) promediado sobre el drea de la regién.
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La curva de autocorrelacién C} nos da un valor entre 0 y 1, donde 1 corresponde
a células sin motilidad y valores inferiores a 1 corresponden a motilidades cada vez

mayores hasta 0 que corresponde a la maxima motilidad.

= b
‘_:9 #  Minimum motility
:'_' - t=15x 104
0.4
*  Maximum modility
3 t=1x1013
02

Sierra-Valdezeral, 2012 1ime (hrs)
Figura 8: Curvas de autocorrelacién (Cr) de dos muestras de espermatozoides. La curva roja corres-
ponde a espermatozoides que murieron por la adicién de azida de sodio en el medio. La curva negra

corresponde a una poblacién de espermatozoides en plenas condiciones de movimiento[26].

A partir de la curva de autocorrelacién obtenida de cada muestra es ajustada una

exponencial estrecha y de esta manera se obtiene el pardmetro de motilidad (7):

ci(to,t) = e /7" (2)
Donde a es un parametro con valores entre 0.05 a 0.3. Las mediciones de motilidad

(1) de cada muestra son guardados en un archivo de texto para posteriormente ser

interpretados.
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3.4. Grupos experimentales

3.4.1. Temperatura constante de 25°C

Para reducir el tiempo de las mediciones y para evitar la formacién de hielo en
las muestras al trabajar a presiones por encima de 1 atmodsfera, se optd por utilizar
una temperatura constante de 25°C, de esta manera acortamos el tiempo de vida de
los espermatozoides al no encontrase a la temperatura 6ptima reportada(10°C [26]).
Antes de realizar cualquier medicion el porta muestras fue dejado dentro de la camara
cerrada durante 2 horas para que estuviera a la misma temperatura. Las mediciones
fueron realizadas cada hora, tomando la primera medicién 1 hora después de haber

colocado el porta muestras.

3.4.2. Efecto del xendén a 12 atmodsferas

Debido a que el xendén es hidrofébico es necesario introducirlo a presién para que

llegue hasta los espermatozoides, como primer intento se probo xenén a 12 atmoésferas.

Fueron realizados los siguientes grupos de experimentos:

» Espermatozoides de ratén en presencia de xenén a 12 atmésferas (3 ratones).
» Espermatozoides de ratén en presencia de Ny (3 ratones).

= Grupo control: Espermatozoides a presiéon atmosférica (3 ratones).

3.4.3. Xenoén a 10 atmosferas

Como punto de comparacion para estudiar el efecto de la concentracién del xenén
fueron realizados 3 experimentos a una presion de 10 atmésferas y una temperatura

constante de 25°C.

14



3.5. Graficas del parametro de la motilidad 7 por grupo

A partir de la exponencial estrecha (ec. 2) ajustada a cada una de las curvas de
autocorrelacion de las muestras, es obtenido su parametro de motilidad (7). De estos 6
parametros de motilidad 7 es calculado un promedio por hora de cada uno de los tres

experimentos y una desviacion estandar de estas tres mediciones.
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Figura 9: Promedio de los pardmetros de motilidad 7 de un grupo experimental.

3.6. Ajuste de los datos

Las mediciones de motilidad (7) de cada muestra comprenden valores por el orden
de 1077 para muestras con una motilidad maxima y valores del orden de 10® para

motilidades mas bajas.

Debido a los problemas de ruido que podrian ser ocasionados por el calentamiento
del laser, tanto por trabajar de manera continua por periodos de al menos 17 horas y a
las fluctuaciones de temperatura en el cuarto, fue aplicado un filtrado a las mediciones

de motilidad con el fin de hacer mas notorias las diferencias entre los grupos al reducir
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el error en las mediciones. Para esto fue definida una nueva variable, basada en un filtro

Butterworth:
1

|F(x)]* = T (/X2 (3)

Donde F corresponde a la respuesta en frecuencia, N es el orden del filtro y Xc a la
frecuencia de corte. La eleccién de los pardmetros (N = %,Xc = 1) fue hecha de tal

manera que la curva resultante pudiera ser ajustada a una curva sigmoidea.

Para poder encontrar diferencias entre dos grupos fue introducida una nueva varia-

ble, la motilidad méxima (MM):

1

MM =
1473

(4)

De esta manera representamos la motilidad en el intervalo comprendido entre 0 y
1. Donde una MM de 1 corresponde a la méaxima motilidad de los espermatozoides y 0

a una ausencia de movimiento.

Una vez que es calculada la MM de cada uno de los tres experimentos para cada

hora, es calculado un promedio y la desviacién estandar.
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Figura 10: Promedio de la motilidad méxima de un grupo experimental.
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4. Resultados

Las mediciones entre los grupos de control y xenén arrojaron una eventual diferencia

en la motilidad entre los grupos.

—&— Control
—e—Xe-12atm.

5000 250‘_ B
200
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’g E
5 1001
3000 & T
& 504
= ]
o
S 2000 -
<
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1000
0
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Figura 11: Comparativa del pardmetro de motilidad 7 de los grupos control y xenén a 12 atmdsferas

Debido a que la curva del xendén se encuentra por debajo de la curva control en la
figura 11 podemos inferir que no ocurrié un efecto anestésico del xenén en los esperma-
tozoides de ratén a 12 atmosferas. Es interesante senalar que comenzd a aparecer una
variabilidad en el grupo control y el grupo nitrégeno que fue mas notoria con el tiempo,

variabilidad que no se presentd en ninguno de los experimentos con xenon.
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Para remarcar las diferencias entre los grupos experimentales y reducir el ruido se

grafico la MM de los grupos experimentales control, nitréogeno y xenén a 10 y 12 atm.

—&— Control

. —o— Xe-12 atm
12 —A— Xe-10 atm
—v— N2- 12 atm
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0,8 1

0,6 1

MM
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-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Figura 12: Motilidad méxima.

A partir de la figura 12, la motilidad mdzima(MM) de las curvas del grupo control
y xenoén, observamos que, el xenén mantiene a los espermatozoides con la misma mo-
tilidad maxima desde el inicio por un mayor tiempo (hasta 7 horas con respecto a la
primera medicién) a diferencia del grupo control y del grupo nitrégeno en donde los
espermatozoide se mantienen con la maxima motilidad solo tres horas después de la
primera medicién. Es interesante senalar que a las 9 horas el grupo con xenén a 12
atmosferas conserva en promedio casi el 60 % de la motilidad maxima mientras que
para el grupo control hay una ausencia total de movimiento. La curva del grupo con
nitrégeno a 12 atmosferas muestra un comportamiento similar al grupo control, por lo

que descartamos que las diferencias entre el grupo xenén a 12 atmosferas y el control
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se deban a la presién. No se descarta que ante presiones mayores ocurra eventualmente

un dano y pérdida de motilidad de las células.

A partir de la diferencia entre las curvas de xenén a 10 y a 12 atmésferas inferimos
que el efecto depende de la concentracién de xendn, esto podria deberse a la naturaleza
hidrofébica del xendén, que al estar dentro de la cAmara a una menor presién entra en

menor cantidad a los espermatozoides.

Los resultados sugieren que los espermatozoides en presencia del xenén se mantienen

en el mismo estado éptimo por un mayor tiempo.

Descartamos la reversién de un efecto anestésico debido a la presién utilizada al
introducir el xenén en las células debido al rango de presiones reportados para otros

anestésicos generales que son superiores a las 100 atmdsferas [19][20].
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5. Discusion

Es interesante resaltar que contrario al efecto reportado de una depresion en el
metabolismo de la glucosa en el cerebro debido al xenén [16], encontramos que los es-
permatozoides continian moviéndose aun en presencia de este gas inerte, proceso que
requiere del metabolismo de la glucosa para la produccién de ATP. A partir de los re-
sultados encontrados en este trabajo, especulamos que este efecto pudiera ocurrir en un
menor grado debido a la interaccién del xenén con los fosfolipidos de las membranas|1§]
de estas células. Lo anterior se podria explicar considerando un cambio en la permea-
bilidad de iones y glucosa necesarios en el metabolismo de los espermatozoides, lo que
visto desde el punto de vista termodinamico significaria un menor incremento a la en-
tropia de las células. Desde un punto de vista bioldgico esto significaria una menor
produccion de radicales libres y productos de deshecho del metabolismo que provocan
el dano celular, explicando asi por qué los espermatozoides se encuentran en mejores

condiciones por un periodo mayor de tiempo.

Como complemento a este trabajo podria llevarse a cabo un estudio que tome en
cuenta el gasto de glucosa por parte de los espermatozoides en presencia del xenon,
experimento que podria realizarse midiendo los cambios en la concentracién extracelular

de la glucosa mediante el reactivo dcido dinitrosalicilico[2§].

Otra posible explicacion a este efecto podria encontrarse en el precondicionamiento
farmacolégico por xenén reportado en corazones de rata [15], donde se encontré que la
activacion de PKC' — €, y uno de sus blancos secundarios p38 MAPK, juegan un papel
importante. Asi, un estudio con los inhibidores utilizados en dicho trabajo arrojaria

pistas para tratar de elucidar el efecto del xenén en los espermatozoides de ratén.

Un estudio de la viabilidad de las células usando yoduro de propidio arrojaria una
relacién cuantitativa del nimero de células vivas y muertas en presencia del xenon,
experimento que podria ser llevado a cabo en un microscopio de fluorescencia o mediante

citometria de flujo.
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6. Conclusiones

= En este trabajo encontramos que el xenén a una presion de 12 atm. ayuda a
los espermatozoides de ratén a mantenerse en movimiento por un mayor tiempo
(hasta 7 horas) a pesar de estar bajo condiciones de estrés poco 6ptimas para el

movimiento de estas células.

= Este hallazgo podria dar pie a futuros estudios sobre la interaccién que este gas
ejerce en los espermatozoides a nivel molecular lo que podria ayudar al diseno de

nuevos farmacos que imiten funciones especificas del xenén .

= Los resultados de este trabajo podrian servir ademas para mejorar las condiciones

de preservacién de esperma para fines de fertilizacién in vitro.
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