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RESUMEN

En el Consorcio de Fisiologia del Espermatozoide, la célula modelo es el espermatozoide, y
los procesos que le dan origen. La espermatogénesis comprende el desarrollo del
espermatozoide a partir de una célula madre que sufre mitosis, meiosis y diferenciacion
celular hasta llegar a producir cuatro espermatozoides. Mediante trabajos realizados
anteriormente se le ha dado gran importancia al ion zinc durante la espermatogénesis, por
ello el zinc debe estar altamente regulado, ya que una disminucion puede limitar el desarrollo
de las células espermatogénicas y en exceso puede ser toxico. El zinc tiene diferentes
funciones dentro de las células, como por ejemplo se ha identificado que participa en el
crecimiento y desarrollo celular, es cofactor de las metaloenzimas, y forma parte estructural

de proteinas.

En la homeostasis de zinc participan los transportadores de zinc de las familias Zip y ZnT.
Los miembros de la familia Zip contribuyen al incremento del zinc intracelular, mientras que
los miembros de la familia ZnT son responsables de sacar zinc al medio extracelular o a

meter zinc dentro de organelos, generando una disminucion de zinc intracelular.

El zinc tiene diferentes funciones dentro de las células, como por ejemplo se ha identificado
que participa en el crecimiento y desarrollo celular, es cofactor de las metaloenzimas, y forma

parte estructural de proteinas.

En este trabajo se hizo la deteccion de los transportadores de zinc en células
espermatogénicas de raton. Se hizo la deteccion de diferentes poblaciones celulares mediante
la comparacion por contenido de ADN. Adicionalmente analizamos la presencia de ZnT3 y
Zip3 en células espermatogénicas de ratones CD1 de aproximadamente 80 dias de nacidos.
Para ello utilizamos anticuerpos especificos para ZnT3y Zip3. También analizamos los flujos
de zinc mediante la incubacion de las células espermatogénicas con el colorante sensible a
zinc llamado FluoZin1-AM, con la finalidad de observar si hay un incremento o disminucion

de zinc intracelular al poner en contacto a las células con diferentes medios.

Los experimentos de inmunocitoquimica nos permitieron detectar al transportador ZnT3 en
la region del acrosoma, lo cual es muy interesante, ya que se observa desde la biogénesis del

acrosoma hasta los espermatozoides maduros.



INTRODUCCION

En el Consorcio de Fisiologia del Espermatozoide se generan proyectos de alto impacto
cientifico en torno al desarrollo celular y caracterizacion de moléculas que se encuentran en
los espermatozoides, principalmente de erizos de mar, ratones y humanos. De esta manera,
se pretende conocer los mecanismos moleculares involucrados en el proceso de
diferenciacion: espermatogénesis y espermiogénesis, asi como en los eventos fisioldgicos del
espermatozoide: movilidad, hiperactivacion, capacitacion y reaccion acrosomal, los cuales
son indispensables para llevar a cabo el reconocimiento y fusion con el gameto femenino. La
fusion del espermatozoide con el 6vulo se denomina fecundacion, y es el evento clave en la

generacion de un nuevo individuo por medio de la reproduccién sexual.

Reproduccién

La reproduccién es un fendmeno que se caracteriza por la creacion de nuevos organismos,
este proceso puede ser de dos tipos, 1) reproduccion sexual y 2) reproduccion asexual. En la
reproduccion sexual hay una combinacion de los genomas del macho y la hembra, lo cual
ocurre durante la fusion del gameto masculino y femenino. Se sabe que los genes que regulan
la reproduccion sexual, como los que tienen un papel en el reconocimiento de los gametos
divergen rapidamente, como resultado de una evolucidn adaptativa, la consecuencia de esto
es generar barreras en la fecundacion que puedan llevar a la especiacion (1). Mientras que la
reproduccion asexual da lugar a una descendencia que es idéntica al progenitor, y hay tres
tipos de reproduccidon asexual: biparticion, gemacion y esporulacion (Figura 1). La
biparticion se caracteriza por la division de un organismo en dos, cada una de estas da origen
a un nuevo organismo. La esporulacion se da en los hongos y algunas plantas, se refiere a la
formacion de esporas que pueden ser transportadas en el aire, asi es como se propagan y
generan nuevos organismos. La gemacion se caracteriza en que el nuevo organismo crece
sobre el organismo adulto, y una vez obtiene los nutrientes necesarios se desprende del

organismo adulto (2).



Biparticion Gemacion Esporulacion

Figura 1. Tipos de reproduccion asexual.
En esta imagen se muestra los tres diferentes tipos de reproduccion asexual, que son: biparticién, gemacion y
esporulacién (3).

Cada uno de los tipos de reproduccion tiene ventajas que han permitido su permanencia a lo
largo de la historia. En la reproduccion asexual sélo hace falta un progenitor y se pueden
generar una gran cantidad de descendientes en poco tiempo, sin embargo, las especies
presentan poca variabilidad genética y por ello podrian ser muy sensibles a los cambios
ambientales. Los descendientes generados son idénticos, ya que proceden de un mismo
organismo y tienen ADN idéntico.

Por su parte, en la reproduccion sexual la descendencia es muy diversa, ya que los individuos
proceden de la combinacion del ADN de dos individuos distintos. Esta diversidad podria
facilitar la adaptacion de la especie ante los cambios ambientales. Para ello, hace falta el
entendimiento de dos progenitores, lo cual puede requerir tiempo para que los dos individuos
puedan encontrarse y aparearse, asi como destinar recursos y energias a la formacion de la
descendencia. Incluso a nivel celular, los gametos deben encontrarse, entablar la

comunicacion y reconocimiento molecular antes de fusionarse y acoplar sus genomas



haploides. Asi, mediante la fecundacion del dvulo por el espermatozoide, el nuevo individuo

termina con un genoma diploide, diferente al de sus progenitores.

Fecundacion

La fecundacion es un evento de gran importancia en la biologia de la reproduccion, cuya
funcién principal es generar diversidad genética y un nuevo organismo. La fecundacion se
Ileva a cabo cuando el gameto masculino (espermatozoide) sufre cambios morfofisiologicos
y bioquimicos para después fusionarse con el gameto femenino (6vulo) generando un cigoto,

esto se da Unicamente en organismos que se reproducen de manera sexual (4).

Los espermatozoides pueden vivir meses en los testiculos finalizado el proceso de
espermatogénesis, y una vez depositados en el tracto reproductor femenino dependiendo la

especie pueden sobrevivir por un tiempo (5).

El transporte de los espermatozoides hasta llegar al sitio de fecundacion empieza cuando el
semen es depositado en el tracto reproductor femenino, ahi se van a encontrar con el moco
cervical, que sirve como filtro para separar a los espermatozoides con una movilidad
adecuada de los que no la tienen. Otro factor que ayuda al transporte de los espermatozoides
son las contracciones musculares. Los espermatozoides se guardan en un reservorio, donde

interacttan con el epitelio del oviducto, y ahi esperan en lo que se genera la ovulacion (6).

Los espermatozoides son células que son identificadas como extrafias por el tracto genital
femenino, lo cual ocasiona que se encuentren con el sistema inmune de la hembra. En
humanos y conejos se ha visto que la inseminacion vaginal estimula la migracién de
leucocitos, principalmente neutréfilos y macrofilos. Sin embargo esta respuesta inmune no

es una barrera para los espermatozoides (6).

Una vez que el espermatozoide llega al lugar de fecundacion (ampula) interacciona con las
células del cumulus que rodean al ovocito, posteriormente el espermatozoide se adhiere a la
zona pelucida (ZP) y la penetra hasta llegar al ovocito, donde ocurre la fusion de ambos
gametos (5).



Morfologia del espermatozoide

Los espermatozoides de cualquier mamifero se caracterizan por tener cabeza y flagelo, como
se muestra en la Figura 2. En la cabeza se encuentra el nucleo (en donde el ADN esta
compactado), la envoltura nuclear redundante y el acrosoma, que es una vesicula derivada
del aparato de Golgi que contiene enzimas hidroliticas y que ayudan al espermatozoide a
fusionarse con el 6vulo (4)(7) . A lo largo del flagelo se encuentra el axonema, que es el
motor para el batido flagelar mediante la hidrélisis de ATP. También se muestra la division
del flagelo en tres partes: la primera es la pieza media (circulos morados), en donde se
encuentran las mitocondrias, la segunda es la pieza principal (circulos naranjas) y la tercera

es la pieza terminal (circulos rojos) (4).

Acrosoma

, Cabeza
Nucleo

I

Mitocondria

Axonema

Flagelo

o pe O ”
® 0 0900 0°
Pieza terming|

Figura 2. Imagen representativa de la estructura de un espermatozoide de humano.

El espermatozoide esta conformado por cabeza y flagelo. En la cabeza se encuentra el ntcleo y el acrosoma. El
axonema se encuentra a lo largo del flagelo y en la pieza media de encuentran las mitocondrias. Divisiones del
flagelo: pieza media (circulos morados), pieza principal (circulos naranjas) y pieza terminal (circulos rojos).



Activacion de la Movilidad y Capacitacion

Cuando los espermatozoides estan en el epididimo su pH es &cido ~ 6.8, y no se mueven. Sin
embargo, al ser depositados en el tracto reproductor femenino adquieren un pH
citoplasmatico alcalino y tienen poca movilidad. De acuerdo a Austin y Chang (1951), para
que el espermatozoide sea capaz de fecundar al évulo debe pasar por un proceso llamado

capacitacion (8).

La capacitacion se caracteriza por la remocion de glucoproteinas adquiridas en el epididimo,
remocion de proteinas adherentes del plasma seminal y remocion de colesterol. También
durante la capacitacion incrementa intracelularmente el Ca?*, el pH y adenosina monofosfato
ciclico (cAMP) y proteinas de la membrana del espermatozoide se fosforilan en residuos
tirosina (4), y hay una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica (9) (10), como se

muestra en la Figura 3.

Durante la capacitacion, el espermatozoide pasa de una movilidad activada a una
hiperactivada, que se caracteriza por un incremento del angulo del batido flagelar, que genera

movimientos asimétricos y un nado mas vigoroso (4).

Durante este proceso (capacitacion), el papel del canal de K* SLO 3 y el canal de Ca?*
CatSper son muy importantes, ambos se activan por una alcalinizacion intracelular y son
voltaje dependiente. Los ratones mutantes nulos para estos canales tienen problemas de
infertilidad (9)(11)(12).



Activacion de vias
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Figura 3. Diagrama de la via de activacion cAMP.

La activacion de la via cAMP se da por la entrada de HCO 3 y Ca?*, estos iones activan la via cAMP, lo cual
genera que haya un incremento del pHi y se genera una hiperpolarizacion de la membrana plasmaética. El
incremento del pHi activa algunos canales que meten Ca?* a la célula, este incremento de Ca?* genera la
hiperactivacién lo cual induce la fecundacién. La hiperpolarizacién de la membrana plasmética también
participa en la activacion de canales de Ca?*, lo cual genera un incremento de Ca?* e induce a la reaccion

acrosomal lo cual finaliza en la fecundacion.




Reaccion Acrosomal

La reaccion acrosomal (RA) juega un papel muy importante en el proceso de fecundacion,
que se caracteriza por la liberacion de enzimas hidroliticas del acrosoma (13), asi como
también involucra la apertura de poros de fusion que ayuda a la liberacion de vesiculas
hibridas. Un evento crucial es el cambio de la topologia de la cabeza, ya que se expone la

membrana interna del acrosoma.

Debido a que el zinc juega un papel importante en la fisiologia del espermatozoide, se debe
mencionar que recientemente se ha estudiado el papel del zinc durante la capacitacion y
reaccion acrosomal en espermatozoides de bovino (14). En dicho estudio, los autores
encontraron que el receptor de zinc (GPCR), activa una adenilato ciclasa transmembranal
(tmAC), proteina cinasa A (PKA) vy tirosina cinasa (Src), los cuales son elementos
fundamentales para que se lleve a cabo la capacitacion.

El zinc induce fosforilacion de proteinas activando PKA, y de manera interesante el inhibidor
de PKA (H-89) inhibe la fosforilacion de EGFR (factor de crecimiento epidermal) y PI3K
(fosfoinositol 3-quinasa), los cuales son muy importante para que se lleve a cabo la RA. Para
corroborar la importancia de zinc en la RA, mediante la activacion de sAC y/o tmAC, usaron
inhibidores como 2-OH-estradiol (2-OH) para sAC y ddAdo para tmAC. Con 2-OH, se
reduce la RA mediada por zinc hasta un 60 %, mientras que con ddAdo la reduccion de la
RA es del 100%. También reportan que bajas concentraciones de zinc extracelular durante la
capacitacion de los espermatozoides pueden activar a la PKA, Src, EGFR y PI3K. De manera
interesante se han hecho estudios donde muestran que el zinc es capaz de inducir la reaccion
acrosomal en espermatozoides capacitados, incluso en ausencia de calcio extracelular (14).
A pesar de todo lo anterior, los estudios hechos en modelos murinos hasta el momento son
limitados. Por ello, en este proyecto nos enfocaremos a elucidar la localizacién de algunas
moléculas que tienen un papel importante en el transporte del zinc, utilizando técnicas de

microscopia de fluorescencia en células espermatogénicas de raton.



Espermatogénesis

El espermatozoide se genera por un proceso llamado espermatogénesis, en donde a partir de
una célula madre (espermatogonia) que es una célula diploide (2n), se va a diferenciar hasta
ser un espermatozoide maduro, pasando por diferentes poblaciones celulares. Las
caracteristicas de cada poblacion se muestran en la Tabla 1 y Figura 4. Durante este proceso,
la espermatogonia por divisiones meiodticas se vuelve un espermatocito primario.
Posteriormente después se genera la célula paquiteno, seguido de espermatocitos
secundarios. A partir de este estadio ya serdn células haploides (n). Posteriormente, las
células experimentan meiosis 2, en donde se dividen para generar las espermatidas, y a partir
de esta poblacion de células va a ocurrir un evento llamado espermiogénesis, que se
caracteriza por condensacion de la cromatina, pérdida del citoplasma, etc., hasta llegar a
espermatozoide maduro. La espermiogénesis representa uno de los dos eventos de
metamorfosis mas importantes de la reproduccién sexual, donde la espermatida redonda e
inmovil se convierte en un espermatozoide, alargado y altamente movil (Figura 4). El
segundo evento de metamorfosis ocurre después de la fecundacion, cuando el 6vulo

fecundado genera el individuo completo que dio origen a los gametos.
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Figura 4. Espermatogénesis.

La célula madre llamada espermatogonia (tipo A) sufre mitosis y forma la espermatogonia tipo B e intermedia,
la espermatogonia intermedia sufre meiosis | y forma al espermatocito primario (preleptoteno, leptoteno,
zigoteno, paquiteno, espermatocitos secundarios), el espermatocito secundario experimenta meiosis Il y forma
a la espermétida (redonda y condensante), y finalmente ocurre la diferenciacion celular que da origen al
espermatozoide.



Tabla 1. Caracteristicas principales de las células espermatogénicas.

Tipo celular Diametro Morfologia Contenido de
ADN
Espermatogonia 8-10 um Esféricas 2n
Espermatocitos 7.6- 8.2 um Esfeéricas, poca 2n
(preleptoteno) granulosidad.
Espermatocitos 8.2- 12 ym Esfericas, granulos. 2n

(leptoteno y zigoteno)
Espermatocitos 12-18 pm Esféricas, granulos. 2n
(paquiteno)
Espermatida redonda 8-10 pum Esféricas, citoplasma n
claro, ndcleo pequefio,
nucléolo, inicia
formacion del
acrosoma en el polo

apical del nucleo.

Espermétida 7-8 um Asimétrica, empieza n
condensante la condensacion,
formacion del

acrosoma sobre el
nucleo, y hay
protuberancias de la

membrana celular.

Modificado de: Bellvé et al., 1979.

De manera interesante, la concentracion de zinc en los testiculos es relativamente baja. En
hombres adultos se ha detectado una concentracion de zinc en peso seco de ~20-200 ug/g, y
en la préstata de ~800-3000 pg/g. El zinc incrementa en relacion a la migracion de los
espermatozoides durante su desarrollo, hasta alcanzar en el epididimo una concentracion casi

100 veces mayor respecto a testiculo, como se muestra en la Figura 5. De hecho, en el plasma
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seminal el zinc alcanza una concentracion de aproximadamente 1 mM. Algunos de los
beneficios del zinc son: 1) promueve la maduracion de células germinales hasta convertirse
en espermatozoides, 2) prolonga el tiempo de vida de los espermatozoides una vez liberado
en el tracto reproductor femenino (15), 3) estabiliza la membrana celular y del ADN (16), 4)
incrementa la movilidad del espermatozoide (17).

Ademaés, se ha observado en ratas que la deficiencia de zinc genera atrofia testicular, perdida
de células germinales (espermatogonia tipo A y B, espermatocitos, espermétidas), detiene el
proceso de espermatogénesis, e incrementa la muerte de las células espermatogénicas por
apoptosis (18)(15). En humano, la deficiencia de zinc causa hipogonadismo, disminucion
del volumen de los testiculos, atrofia de los tubulos seminiferos, y hace a la células
susceptible a tener dafio oxidativo (19). En raton la deficiencia de zinc genera atrofia o un
mal crecimiento de los testiculos, asi como una disrupcién del proceso de la
espermatogénesis (20). Adicionalmente, se ha visto por estudios de meta-analisis que en el
plasma seminal de los hombres infértiles hay una menor concentracion de zinc que en los
hombres fértiles (21).

Mayor [Zn%*]

Células de
Epididimo Sertoli

Célula de
Leydig

- Célula madre

2+
Menor [Zn*] (Espermatogonia)
Espermatogonia
Espermatocito

| Espermatida
) redonda

Tabulo . g :
seminifero Espermatida S\ $ Vaso
elongada sanguineo

Modificado de: Kaitlin M. Laws et al., 2017.

Figura 5. Diagrama de testiculo de ratdn.

Panel a) Testiculo y epididimo, en donde se indica con flechas que hay mayor concentracion de zinc en el
epididimo respecto al testiculo. b) Corte transversal de un tlbulo seminifero de testiculo, mostrando las
diferentes poblaciones de células espermatogénicas. Conforme se va desarrollando la espermatogénesis hay un
incremento de zinc, siendo los espermatozoides las células con mas zinc.
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Durante la espermatogenesis, el zinc forma enlaces SH-Zn-SH con las protaminas, lo cual
favorece la condensacién de la cromatina, para proteger y evitar el dafio del ADN (22).
Ademas, el zinc parece tener una participacion importante para conservar la quiescencia de
los espermatozoides maduros, ya que este ion es un bloqueador del canal Hv1 (en humanos).
Se sabe que en el epididimo los espermatozoides deben mantener una movilidad
relativamente baja para evitar la pérdida de energia, y conservarla para cuando se requiere,
que es durante su migracion hacia el 6vulo dentro del tracto reproductor femenino. Se ha
reportado que lo que se necesita para pasar de un estado quiescente a una movilidad activada
es un incremento de pH intracelular (pHi) (por el canal Hv1), asi como un incremento de
[Ca?*]i (por el canal CatSper). Ya que el zinc es un potente bloqueador del canal Hv1,
ocasiona que no haya un incremento de pHi, lo cual no permitird la activacion del canal
CatSper, y por lo tanto no hay activacién de la movilidad (23). De hecho, se sabe que en el
tracto reproductor femenino la concentracion de zinc disminuye significativamente, en

relacion a la concentracion de zinc en el epididimo.

Zinc (Zn?*)

Los metales de transicion como hierro, manganeso, cobre y zinc son muy importantes para
llevar a cabo procesos redox, como la fijacion de nitrégeno, fotosintesis, respiracion
mitocondrial (24). La concentracion de zinc intracelular esta muy regulada, ya que una
disminucion o un exceso es perjudicial para la célula, porque puede tener efectos secundarios
como desplegamiento de proteinas o agregacion de proteinas (24). Si hay una elevada
concentracion de zinc intracelular se genera disfuncién de la mitocondria, como el

incremento de la produccion de especies reactivas de oxigeno (25).

El zinc actua como acido fuerte y la manera en que las proteinas seleccionan al ion zinc es

por un cambio répido de ligando y la flexibilidad estereoquimica (24).

El mecanismo de como se mueve el zinc del espacio intracelular al extracelular o viceversa

se desconoce. Sin embargo, se sabe que la concentracion total dentro de las celulas esta en el
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rango de ~ 200 uM, pero se sabe que muchas proteinas utilizan zinc, dejando una
concentracion de zinc libre mucho menor. En eucariotas, en musculo esquelético de conejo
la concentracién de Zinc es de cientos de pM (picomolar), 24 pM en eritrocitos y 500 pM en

células del neuroblastoma (24).

En el humano del 4% al 10% de los genes codifican proteinas que utilizan el zinc ya sea
como cofactor, mantenimiento de la estructura, etc., estos porcentajes corresponden
alrededor de 3,000 proteinas, de las cuales 397 son hidrolasas, 302 son ligasas, 167 son
transferasas, 43 son oxidorreductasas, 24 son liasas/isomerasas, 957 factores de
transcripcion, 221 proteinas sefializadoras, 141 proteinas de transporte o almacenamiento, 53
proteinas con sitios estructurales de metal, 19 proteinas involucradas en la reparacion de
ADN, replicacion y traduccion, 427 dedos de zinc, y 456 proteinas de zinc con funcion

desconocida (24).

Interaccidn del zinc con las proteinas

Existen dos tipos de interaccion de zinc con las proteinas, interaccion intramolecular,
significa que ayuda a formar la estructura de una sola proteina o interaccion intermolecular,
que significa que el zinc forma enlaces entre muchas proteinas, llegando a formar complejos

proteicos muy grandes (Figura 6).
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Figura 6. Interaccion del zinc con proteinas.

Panel a) Interaccion intramolecular entre el zinc y la proteina, la cual puede promover el plegamiento o
desplegamiento de la proteina, pudiendo generar una agregacion. b) la interaccién intermolecular induce una
agregacion.

Los grupos de las proteinas que interactdan con el zinc son: el grupo imidazol de los
nitrégenos de la histidina, el oxigeno del grupo carboxilato de glutamato o aspartato, y el
sulfuro del grupo sulfidril del aminoécido cisteina (24). Las diferentes formas de interaccion

de los residuos de aminoécidos de las proteinas con el zinc se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Interacciones del zinc con los aminoacidos de las proteinas.

Panel a) Interaccion del Zn con el grupo sulfidril del aminoacido cisteina (Cys). b) Interaccién del Zn con el
grupo imidazol del nitrégeno de la histidina (His). c) Interaccion del Zn con el oxigeno del glutamato (Glu) o
también puede ser el aminoacido aspartato.

Los sitos de union de zinc en las proteinas se han clasificado como catalitico y estructural.
Se sabe que en la anhidrasa carbdnica el zinc tiene una funcion catalitica, el cual se une a tres
residuos histidinil. En el hexamero de la insulina tiene una funcion estructural, en la serina
proteasa tiene una funcién inhibitoria y en el transportador ZnuA tiene una funcién de

transportador, estas funciones se ilustran en la Figura 8.
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Modificado de Maret et al., 2009.

Figura 8. Interacciones funcionales del zinc.

Panel a) Interaccion del zinc con la anhidrasa carbonica Il de humano. b) Interaccion del zinc con el hexdmero
de insulina de humano. c) Interaccion de zinc con el transportador ZnuA de E. coli. d) Interaccién del ion zinc
con la proteasa de serina de la glandula submaxilar de rata.

El zinc se organiza en pequefios dominios, aproximadamente de 20 aminoacidos, pero
cuando se involucra dos 0 mas iones zinc el dominio puede ser mas grande, como se muestra
en la Figura 9. La manera en como interactda el zinc con el grupo sulfuro de las cisteinas

tiene diferentes nombres, puede ser secuencial, no secuencial, y en clUster.
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Figura 9. Interaccion de uno 0 mas iones zinc con las proteinas.
Panel a) Interaccion secuencial, no secuencial y de clUster de dos iones zinc. b) las mismas interacciones que
en a), pero con tres iones zinc.

Las principales funciones del zinc son: catalisis, actividad inhibitoria, almacenamiento y
empacamiento de proteinas, dimerizacion, formacion de complejos proteinas/receptor,

construccion de scaffolds y regulacion (24).

También se sabe que el zinc tiene funcion inhibitoria, como por ejemplo el zinc tiene un
papel inhibitorio en neurotransmisores afectando la corriente de GABA y Glicina (26).
Existen dos maneras de inhibicion, la primera puede ser que inhiba enzimas citosdlicas, las
cuales pueden ser inhibidas a concentraciones nanomolar o subnanomolar o por enzimas

extracelulares que pueden ser inhibidas a concentraciones micromolar (24).

Por otro lado, existen diferentes quelantes de zinc, permeables y no permeables. Los
quelantes permeables a la célula son: DEDTC (&cido dietildihiocarbdmico) y TPEN
(N,N,N",N’"-tetrakis2-piridilmetileienediamina). Los quelantes no permeables a la célula, que
quelan zinc extracelular son CaEDTA (a concentraciones altas ~10 mM) vy tricina (N-
(Tris(hidroximetil)metil)glicina) (26).
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La afinidad de las proteinas con el zinc es muy importante, de hecho, las constantes de
estabilidad varian mucho dependiendo a qué proteinas este unido el zinc, dado que podria ser
parte esencial de la estructura de la proteina. A continuacion, se muestra una tabla con los

valores de afinidad de algunas enzimas por el ion zinc (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de afinidad de enzimas por el ion zinc.

Enzima Coordinacion pkd Condicion

Fosfatasa alcalina (E.coli) Trinuclear 7.7,10.2 pH 8.5, 1 M Nacl, 25 °C

Aminopeptidasa (A. binuclear 9.8 pH7.2,0.1 MKCI, 5 mM

proteolitica) Hepes, 6 °C

Enzima convertidora de N,O 8.2 pH 7.5, 0.3 M NaCl, 50 mM

angiotensina (pulmon de Hepes, 25 °C

conejo)

Anhidrasa carbonica Il N5 11.4 pH 7.0, 15 mM buffer fosfato,

(Humano) 30°C

Carboxypeptidasa A (bovino) N,O 10.5 pH 8.0, 1 M NaCl, 50 mM Tris,
4°C

Peptidasa dipeptidil Il N,O 12.3 pH 7.4, 50 mM buffer fosfato,

(higado de rata) 25°C

Aminopeptidasa de leucina binuclear 9-11 /

(bovino)

Fosfoglucomutasa (musculo No determinado 11.6 pH 8.5, 30°C

de conejo)

Sintasa de forfobilinégeno S3 Km=11.6 pH 8.5,0°C

(eritrocitos de humano)

Sonic hedgehog (humano) N,O <10 pH 7.5, 150 mM Nacl, 100
mM Heper, 25 °C

Deshidrogenasa de sorbitol NSO 11.2 pH7.2./=0.02,25°C

Estromelisina (humano) N5 10.7 /

Modificado de Maret et al., 2009.

Proteinas de zinc con actividad redox tienen diferentes funciones, como por ejemplo

controlar la actividad de chaperona, union de proteinas con otras proteinas o ADN,

actividades enzimaticas y censando el estres disulfuro (24).
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Transporte de zinc

Hasta el momento no se cuenta con la estructura en 3D de transportadores de zinc de
eucariotas. La informacion que se tiene sobre la estructura de transportadores de zinc

corresponde de estudios hechos en procariotas (24).

Se han identificado varios sitios de unién de zinc en los transportadores, y la actividad de
zinc depende de la disposicion gue hay de zinc en el microambiente. Algunos transportadores
de zinc en procariotas son: ZntA (ATPasa tipo P), YiiP y CzrB (facilitadores de difusion de
cationes), el complejo ZnuABC (transportadores ABC dependientes de unidn a proteinas).

La familia de facilitadores de difusion de cationes (CDF) en mamiferos son los ZnTs, en

humanos hay 14 proteinas ZIP (Zrt/Irt-like) y 10 transportadores ZnT.

Transportadores de la familia ZnT (SIc30) y Zip (SIc39)

Existen dos familias de transportadores de zinc de suma importancia para la homeostasis de
zinc, la familia ZnT, codificados por el gen Slc30 y la familia Zip, codificados por el
genSlc39. Ambas familias se pueden encontrar en la membrana plasmatica o en organelos

(27), como se muestra en la Figura 10.
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Modificado de: T. Kambe et al., 2003.

Figura 10. Localizacion y funcion de los transportadores de zinc.
Localizacioén de los transportadores del Zn en organelos intracelulares y en la membrana plasmatica, asi como
su funcion. La flecha indica hacia donde se mueve el ion zinc.

Los transportadores ZnT se encargan de la salida de zinc al medio extracelular y el transporte
de zinc hacia organelos o vesiculas, dejando menor concentracion de éste metal en el
citoplasma. Los ZnT funcionan como intercambiadores, el mecanismo de como se transporta
zinc en la familia ZnT aln no se conoce bien, la estequiometria del intercambiador Zn?* /H*
es de 1:1, es decir sacan 1 zinc y meten 1 protdn (28)(29). Por otro lado, los transportadores
Zip se encargan de transportar zinc al medio intracelular, ya sea del exterior de la célula o
del interior de organelos internos, generando mayor concentracion citoplasmatica de zinc
(30). Los Zip funcionan como cotransportadores Zn?* / HCO's.

Hasta el momento se han reportado diez miembros de la familia ZnT (Slc30a1-Slc30a10). Su
estructura estd conformada por seis segmentos transmembranales y una region rica en
histidinas entre los segmentos 1V y V. Esta region es la encargada de la union a zinc. Las

20



regiones de amino y carboxilo terminal se encuentran en el medio intracelular (30) (Figura
11).

Interior

C

Figura 11. Topografia del transportador ZnT.
Los transportadores ZnT constan de seis segmentos transmembranales. Los ZnT actdan como antiportadores,
ya que sacan zinc al medio extracelular y meten protones al interior de la célula.

La familia Zip (Zrt-,Irt-like protein) esta conformada por 86 miembros, donde se han dividido
en dos subfamilias, la subfamilia I (compuesto por secuencias de plantas y hongos) y la
subfamilia Il (compuesta por secuencias de insectos, nematodos y mamiferos) (31). En
mamiferos existen 14 miembros dependiendo la especie (Slc39al-Slc39al4) (32). Estos
transportadores estan formados por ocho segmentos transmembranales, con un loop
intracelular muy largo entre los segmentos 111y IV, el cual tiene un dominio rico en histidinas,

que puede servir como unién de zinc (30)(Figura 12).
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Exterior

Interior

Zinc HCOy

Figura 12. Topografia del transportador Zip.
Los transportadores Zip constan de ocho segmentos transmembranales. Los Zip actGan como simportadores,
ya que meten zinc y HCOjs™ al interior de la célula.

La dindmica del zinc durante la espermatogénesis se ha estudiado principalmente en humano.
Mediante dichos estudios, se ha detectado la participacién de varios miembros de los
transportadores de zinc de las familias ZnT (SLC30) y Zip (SLC39) (22). Dichos
transportadores se han detectado principalmente en el testiculo y epididimo de humano, pero
su expresion en las células espermatogénicas y/o espermatozoides maduros no es

concluyente.

Lo poco que se sabe del transporte de zinc es por estudios hechos en bacterias, plantas y
levaduras (33). Estos estudios sugieren que los transportadores de zinc ZnT actlan como
intercambiadores H*/Zn?* (29)(34). Estudios hechos en levadura y plantas, con homologos
de los transportadores ZnT demuestran que el transporte de zinc es dependiente del gradiente
electroquimico generado por la V-ATPsa (33).

La oligomerizacidn es necesaria en los transportadores, hasta el momento se sabe que en la
linea celular DT40 los transportadores ZnT5y ZnT6 se encuentran como heterodimeros (35).
Como se menciond anteriormente, los transportadores ZnT se encargan de disminuir la
concentracion de zinc citoplasmatico. Sin embargo, en un estudio se detecto una variante del
transportador ZnT5 en humano, llamada variante B, que mete y saca zinc del citoplasma

(36), es decir tiene una funcion bidireccional.
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En cuanto al area clinica, se sabe que la ingesta de zinc es muy importante y no debe
excederse ya que se distribuye a diferentes érganos (Figura 13), por lo tanto el mal
funcionamiento de estos transportadores puede generar enfermedades (28), como
acrodermatitis enteropatica, deficiencia de zinc neonatal, diabetes mellitus, etc., por ejemplo,
defectos en Zip3 puede generar cancer de prostata y pancreas, mientras que defectos en ZnT3
puede ocasionar cancer de prostata (37).

En humanos, el transportador ZnT3 se encuentra principalmente en vesiculas sinapticas, y se

ha visto que mutaciones en este transportador genera Alzheimer (38).
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Figura 13. Distribucidn del zinc en los drganos.
Una vez ingerido, el zinc se distribuye a 6rganos como el musculo, piel, hueso, pancreas, higado, rifion,
glandulas mamarias, cerebro, etc.
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Otras maneras de transportar zinc

El transporte de zinc se da a través de los transportadores, aunque existen otras entidades
moleculares que ayudan al transporte de zinc dentro y fuera de las células, como las
metalotioneinas (MTs), la albumina, es la proteina principal en el transporte de zinc en la
sangre; canales de Ca?", como: Cav1.2, Cavl.3, canales Ca-A/K, TRPC6, TRPV6, TRPMS3,
TRPMG6/7, TRPML1y TRPAL; y sensores de zinc, como por ejemplo en eucariotas el sensor
de zinc del factor de transcripcion 1 (MTF-1) detecta la concentracion de zinc y activa la

expresion de proteinas con funcion de transportar el ion zinc (24).
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ANTECEDENTES

Se sabe que el ion zinc es crucial durante la espermatogénesis. Sin embargo, existe poca
informacion acerca de la presencia de transportadores necesarios para mover al zinc dentro

y fuera de las células espermatogénicas.

Existen estudios que muestran la expresion de los transportadores de la familia ZnT en
diferentes tejidos (39)(40). Estudios in silico muestran la expresion de Slc30a4 y Slc30a6 en
testiculos de humano (41).

Anteriormente se ha demostrado mediante RT-PCR la expresién del ARN de todos los
miembros de transportadores, tanto de la familia Zip y ZnT, en células espermatogénicas de
rata, principalmente en células paquiteno y espermatidas redondas (Figura 14).
Adicionalmente, observaron que las espermatidas redondas acumulan mas zinc a lo largo del
tiempo en comparacién con las células paquiteno (Figura 15A), y su control usando el

quelante de zinc TPEN (Figura 15B), para corroborar que es un incremento del ion zinc (42).
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Figura 14. Expresion de los transportadores de zinc en células espermatogénicas de rata.
Intensidad normalizada a escala logaritmica de la expresién de cada miembro de los transportadores de la
familia Zip (a) y ZnT (b), en células de paquiteno (color negro) y espermatidas redondas (color gris) (42).
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Figura 15. Transporte de zinc en células espermatogénicas de rata.

Panel a) Cuantificacion de la fluorescencia a través del tiempo. En el panel b) se muestra que al afiadir el
quelante TPEN disminuye la fluorescencia. Color negro son células de paquiteno y color gris son espermatidas
redondas (42).

También se han hecho estudios en humano, en donde se analiz6 la expresion de algunos
transportadores de la familia ZnT y Zip, en muchas poblaciones celulares como: células de
sertoli, espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoides. En esos estudios
observan que hay mayor expresion de los transportadores de la familia Zip en células

espermatogénicas de humano (Tabla 3) (22).
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Tabla 3. Expresion de algunos transportadores de zinc de muestras humanas.

ZnT1 ZnT2 Zipl Zips Zip6
Tejido de testiculo  + - + + +
Células del tabulo  Sertoli - Espermatidas, Sertoli, Espermatogonias,

espermatozoides espermatogonias,  espermatocitos,
espermatocitos, espermatidas,
espermatidas, espermatozoides
espermatozoides

Tejido de + + - +/- +
epididimo
Espermatozoides - - + + +
Espermatozoides - - + + +
eyaculados

Expresién positiva (+), expresién negativa (-), expresién cercana al limite de expresién del ensayo (+/-).

Zip8

Espermatogonias,

espermatocitos,
espermatidas,
espermatozoides

Zipl4

Modificado de: Foresta et al., 2014.

Por lo anterior, en este trabajo nos propusimos explorar la expresion y localizacion
intracelular de algunos miembros de los transportadores Zip y ZnT. Adicionalmente se
propuso hacer mediciones de zinc intracelular en células espermatogénicas de raton, para

demostrar la funcionalidad de los transportadores identificados, asi como para observar los

cambios de fluorescencia con FluoZin™ -1.

27



Planteamiento del problema

El conocimiento de la presencia de los transportadores de zinc en células espermatogénicas
de ratén aun es limitado, y los reportes que existen se basan en células de humano y de rata.
Sin embargo, dado que el zinc participa en diferentes etapas de la espermatogénesis, es
importante profundizar en el conocimiento de la localizacion de algunos transportadores de
zinc en las celulas espermatogénicas de raton. Se propone usar como modelo el raton, por la
viabilidad de la obtencion de las muestras y para aprovechar la experiencia del laboratorio.

Nos enfocaremos a la busqueda de los transportadores ZnT3 y Zip3, ya que existe un trabajo
donde identificaron a estos transportadores con una mayor expresion a nivel de RNAm (42).
Los hallazgos hasta el momento no han desarrollado aspectos relacionados con la expresion
intracelular de los transportadores de zinc en nuestras células de estudio, por lo tanto, en este
proyecto sera de gran interés el hacer experimentos que nos permitan identificar la

localizacion de los transportadores antes mencionados, en células espermatogénicas de raton.
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OBJETIVOS
General

e Identificar la localizacion de los transportadores de zinc Zip3 y ZnT3 en diferentes

poblaciones de células espermatogénicas y espermatozoides de raton.

Particulares

1. Examinar la expresion y localizacion de los transportadores Zip3 y ZnT3 en células

espermatogénicas de ratdn y espermatozoides maduros, mediante anticuerpos

especificos.
2. Analizar el flujo de zinc en células espermatogénicas de raton, utilizando colorantes

fluorescentes sensibles a zinc.
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HIPOTESIS

Las células espermatogénicas y espermatozoides de raton expresan los transportadores de
zinc Zip3 y ZnT3, ya que la presencia de este metal es fundamental durante el desarrollo,

maduracion y funcion de los espermatozoides.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD1 de aproximadamente 80 dias, criados en el
bioterio del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, y sacrificados bajo los estandares que

establece el comité de bioética del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Obtencion de células espermatogénicas y espermatozoides

El raton se sacrific6 mediante dislocacion cervical y se extrajeron los testiculos y los
epididimos. Las células espermatogénicas se obtuvieron mediante digestién enzimatica del
testiculo del raton, siguiendo el protocolo de Bellvé y colaboradores (43). A los testiculos se
les retird la tlnica y se disgregaron enzimaticamente en un matraz de 125 ml a 33 °C, con la
finalidad de obtener las células espermatogénicas. Posteriormente se le agregd 20 ml de
medio Krebs 1X (en mM: KH2PO4 1.97, NaCl 119, MgS04.7H.0 1.21, D-glucosa 11, KCI
4.82 y 0.01 g de colagenasa (para romper los enlaces peptidicos de los coldgenos). Se dejo
en agitacion aproximadamente 10 minutos hasta que los tdbulos se disociaron
completamente. Los tbulos disociados se dejaron sedimentar en hielo y se lavaron tres veces
con medio Krebs 1X. Enseguida se agregd 20 ml de tripsina (Tryple express 1X), el cual
ayudd a romper las uniones entre las células. Se agreg6 1pg/ml de DNAsa y se agité a 33 °C
por 5 minutos o hasta que los tubulos se disgreguen. La muestra se pipetea con un bulbo de
plastico para acelerar la ruptura de los tabulos. Se filtraron las células a través de una malla
de Nitex de 80 pm sobre un tubo que contenga 10 ml de medio Krebs 1X + 0.5 % BSA + 1.5
mg de inhibidor de tripsina. Posteriormente se realiz6 una centrifugacién a 1,500 rpm por 10
minutos, se desecho sobrenadante y se transfirieron las células a un tubo nuevo. Una vez que
se transfirieron las células, éstas se lavaron dos veces, la primera con medio Krebs 1X +0.5%
BSA vy la segunda con medio PBS 1X. Se filtraron las células antes del Gltimo lavado.

Finalmente, se resuspendieron las células en 2-3 ml de PBS 1X.
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Por otro lado, los espermatozoides se obtuvieron siguiendo el protocolo de Alvau y
colaboradores (44). Brevemente, a los epididimos recién aislados se les realizaron cortes para
permitir la salida de los espermatozoides. Los epididimos cortados se depositaron en un tubo
con medio TYH por 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo indicado, se recuperaron los

espermatozoides viables y mdéviles contenidos en el medio TYH.

Medicion de flujo de zinc

Los experimentos de medicién de flujo de zinc se realizaron de acuerdo a Garza-LOpez y
colaboradores, con algunas modificaciones (45). Brevemente se describen a continuacion.
Una vez obtenidas las células espermatogénicas de raton mediante la disgregacion
enzimatica, se incubaron con el colorante FluoZin™ -1 acetoximetil éster (AM, que es
permeable a la célula; una vez dentro de la célula el grupo acetoximetil éster es hidrolizado
y el colorante ya no puede salir). EI FluoZin-1 se us6 a una concentracion de 5 uM,
incubandolo en presencia de las células por 1 hora en frio y protegidas de la luz.
Posteriormente, las células se lavaron para retirar el colorante no incorporado. El lavado se
realizd por centrifugacion a 1,500 rpm por 5 minutos, se retird el sobrenadante y se
resuspendieron en medio TYH (en mM: NaCl 119.3, KCI 4.7, Piruvato de sodio 0.51, CaCly,
2H>0 1.71, KH2PO4 1.2, MgS0O4, 7H.O 1.2, Glucosa 5.56, HEPES 20. La longitud de

excitacion/ emision de FluoZin™ -1 AM es: ~495/515 nm, respectivamente.

Las medidas de zinc se realizaron mediante dos técnicas: 1) por microscopia de flujo, en
donde se utiliz6 el Amnis® imaging flow cytometer, el cual cuenta con 12 canales, 5 lasers
(405 nm, 488 nm, 561 nm, 592 nm y 658 nm), con objetivos de 60X, 40X y 20X, y los
resultados se pueden analizar con el software IDEAS® y 2) por mediciones de célula Unica,
utilizando un microscopio invertido (Nikon Eclipse TE300), con un objetivo de 60X,
empleando como fuente de iluminacion un LED cyan, y un filtro de excitacion de D485/25X,
con un filtro de emision HQ 510 LP y un espejo dicroico Q-505 LPXRU. Para la adquisicion
de las imagenes se empled una camara Charged Coupled Device (CCD) Andor Ixon Modelo

DV887ECS-BV-500. Se tomaron 300 iméagenes por segundo, con un tiempo de exposicion
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de 6 ms. Se hicieron registros a tiempo corto (~3 minutos) y largo (~50 minutos). Los

resultados fueron analizados con el software ImageJ.

Para las mediciones de célula Unica, en un cubre objeto redondo se colocd 2 ul de
concanavalina a una concentracion de 1 mg/ml, esto para que las células se peguen al cubre
objeto y al agregar el medio en estudio no se muevan las células, esto nos permitié un mejor

analisis, se dejo secar a temperatura ambiente.

Inmunocitoquimica en laminilla

Las células espermatogénicas y espermatozoides previamente aislados, se fijaron con
paraformaldehido (PFA) al 4%. Se depositaron 50 pl de las células fijadas en las laminillas
pre-tratadas. La muestra se incub6 por 30 minutos en una cadmara humeda. Posteriormente se
hicieron tres lavados con PBS 1X para retirar el paraformaldehido, incubando cada lavado
por 5 minutos; enseguida las células se permeabilizaron con Triton 0.1 % y se dejaron
incubando por 10 minutos; al terminar la incubacion se retir6 el Tritdn y se hicieron tres
lavados con PBS. Al terminar el ultimo lavado se hizo el bloqueo con BSA 5% durante 2
horas. Transcurrido el tiempo indicado, se retiré el BSA y se agregaron los anticuerpos
primarios. En este caso, empleamos anticuerpos anti- ZnT3 y Zip3 (anticuerpos policlonales
hecho en cabra que reconocen un dominio citoplasmatico). Los anticuerpos se usaron a una
dilucion de 1:10 y se dejaron incubando con las células espermatogénicas a 4 °C protegidos
de la luz durante toda la noche. Posteriormente se retiraron los anticuerpos y se hicieron tres
lavados con PBS 1X. Se agrego el anticuerpo secundario (Alexa 647 conejo anti-cabra)
disuelto en PBS (1:500) y se dejé incubando por 2 horas; se retird el anticuerpo secundario

y se hicieron tres lavados con PBS 1X.

Las células espermatogénicas incubadas con los anticuerpos mencionados, adicionalmente
se tifieron con un colorante para ndcleo (Hoechst 10 pg/ml) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Las células se lavaron tres veces con PBS y se les agregd una gota de citifluor para
preservar la fluorescencia. Finalmente se colocd un cubreobjetos y se sell6 con esmalte para

evitar la evaporacion.

33



Inmunocitoquimica por microscopia de flujo (AMNIS)

Las células espermatogénicas y espermatozoides previamente aislados se fijaron con
paraformaldehido 4% por 20 minutos. La suspension en PFA se centrifug6 a 2,500 rpm por
6:30 minutos. Para obtener las células, se quit6 el sobrenadante y se lavé con PBS 1X. Las
células fijadas se permeabilizaron por 15 minutos con 0.1% de Triton en PBS, se
centrifugaron y se lavaron con PBS 1X por 5 minutos. Posteriormente se realizo el bloqueo
con 5% BSA-PBS por 2 horas. Después del blogueo se centrifug6 la muestra, se quité el
sobrenadante y las células se incubaron con los anticuerpos primarios anti-Zip3 y anti-ZnT3
(en 5% BSA-PBS-0.1% Tween) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente la muestra se
centrifugd y se lavaron las células con PBS-T. Se incub6 con el anticuerpo secundario Alexa
647 conejo anti-cabra, a una dilucion 1:500 durante 1 hora (en PBS-T). Se incub6 con el
colorante Hoechst, 2 pg/ml para espermatozoides (a estas células se le agregoé el colorante
minutos antes de pasarlas por el AMNIS) y 10 pg/ml (durante 30 min., en frio y oscuro) para
las células espermatogénicas. Las células espermatogénicas se centrifugaron a 2,500 rpm por
6:30 minutos y se lavaron con PBS 1X. Las células espermatogénicas y espermatozoides se
incuban con 50 ng/ml de PNA-FITC durante 30 minutos a temperatura ambiente, el PNA-
FITC (peanut agglutinin) es una lectina de cacahuate que se une a glucoproteinas, y se
encuentra acoplado con una fluoresceina de sodio (FITC), que es un colorante con una
longitud de excitacion/ emision de 460 nm/515 nm. Se centrifugo y se resuspendio en 25 pl
de PBS 1X.
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RESULTADOS

Identificacion de diferentes poblaciones de células espermatogénicas de raton

Para poder identificar diferentes poblaciones de células espermatogénicas se propuso en un
inicio hacer pruebas con un colorante que tifie nicleo (Hoechst 33342), asi se identificaron
diferentes poblaciones celulares que representan los diferentes estadios de la
espermatogénesis, lo cual nos permiti6 mediante la incubacién de las células con el
anticuerpo primario de ZnT3 y Zip identificar en qué poblaciones se expresan los
transportadores, los resultados de la identificacion de los transportadores se muestran méas
adelante.

En la Figura 16A se puede observar el anélisis por citometria de las poblaciones celulares.
Mediante esta técnica se logré diferenciar tres poblaciones, representadas con tres colores
distintos para facilitar la visualizacion. La poblacién en verde corresponde a debris, por lo
tanto, las descartamos de nuestro andlisis. La poblacion en color amarillo corresponde a lo
que llamamaos células redondas, que corresponde a las células espermatogénicas de diferentes
estadios. Finalmente, la poblacién de color durazno corresponde a espermatozoides
testiculares. Los puntos de color negro corresponden a células que se dejaron fuera del
analisis, ya que corresponden a otros tipos celulares. Un ejemplo de las imagenes obtenidas
de la poblacion de células redondas se muestra en la Figura 16B. Mediante la tincion con
Hoechst se observan tres poblaciones de células espermatogénicas (Figura 16D), las del pico
mas alto corresponde a las células haploides (n), seguido del pico de las diploides (2n) y el
pico mas pequefio corresponde a las tetraploides (4n). Para comparacion, en la Figura 16C
se muestra el histograma control, con células sin tefiir. En las Figuras 16E y 16F se muestran
dos iméagenes representativas de células sin tefiir y células tefiidas, respectivamente. En las

células tefiidas se puede observar de manera clara el nicleo.
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Figura 16. Obtencidn de poblaciones de células espermatogénicas de ratén.

Células espermatogénicas sin tefiir y tefiidas con Hoechst, a) gréfica de puntos donde se compara el area
contra el radio de las células, en donde se puede observar tres diferentes poblaciones, éstas son: debris (verde),
células redondas (amarillo) y espermatozoides testiculares (durazno). b) Imégenes representativas de
diferentes células redondas (color amarillo en panel a). ¢) Histograma de las células espermatogénicas sin
tefiir. d) Histograma de la fluorescencia de las células tefiidas con Hoechst. ) Imagenes representativas de
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células espermatogénicas sin tefiir f) Imagenes representativas de células espermatogénicas tefiidas con
Hoechst, en donde se puede observar el ndcleo de color morado. n=3

Mediciodn del flujo de zinc por célula tnica y microscopia de flujo

Para determinar el flujo de zinc se emplearon dos técnicas: 1) registros mediante microscopia
de epifluorescencia (Figuras 17 y 18) y 2) microscopia de flujo (Figura 19). La estrategia de
registro por microscopia de epifluorescencia consistio en realizar adiciones de zinc [100 uM]
y posteriormente NaHCO73 [25 mM] o viceversa, con la finalidad de observar si existe un
mecanismo de cotransporte entre ambos iones, lo cual podria asociarse a la activacion de

transportadores de la familia Zip.

En la Figura 17 se muestran imagenes representativas de células espermatogénicas cargadas
con FluoZin-1. En el panel a) se muestra la adicion de HCO3- [25 mM] a los 60 segundos.
Posteriormente a los 120 segundos agregamos ZnSQO4 100 pM, y finalmente Tpen (quelante
de zinc) [1 mM] a los 180 segundos. En el panel b) primero se agregé 100 uM de ZnSOg.
Posteriormente a los 120 segundos se agregdé HCO3- y finalmente a los 180 segundos se le
agrego Tpen para quelar el zinc. En estas condiciones experimentales, sélo se observa un
incremento de la fluorescencia al agregar HCO3- y no al agregar ZnSOa, lo cual podria ser
debido a un aumento del pHi. Para descartar que dicho efecto sea por un cambio de pHi, se
midio el flujo de zinc mediante la adicion de NH4Cl [10 mM] como inductor de la
alcalinizaciéon (Figura 17C). Sin embargo, el NHsCl no indujo un incremento del zinc
intracelular, lo que sugiere que el incremento de la fluorescencia no se debe a un incremento
del pHi. Por otro lado, decidimos investigar si la respuesta observada tras la adicion de
HCO3- pudiera deberse a que en el medio de registro haya trazas de zinc. Para demostrar lo
anterior, los registros del flujo de zinc se llevaron a cabo adicionando inicialmente el quelante
Tpen y posteriormente realizar una adicion de HCO3- (Figura 17D). Sin embargo, incluso en
presencia de Tpen, el HCO3- incrementd la concentracion de zinc intracelular, por lo que
podriamos pensar que el HCO3- es capaz de activar por si solo a los transportadores de zinc

0 que existe algun reservorio de zinc intracelular.
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Figura 17. EI NaHCO3 incrementa la concentracidn de Zinc intracelular en células espermatogénicas de
raton.

A la izquierda de cada panel se muestran imagenes representativas de células espermatogénicas cargadas con
FluoZin-1. En la parte superior de cada recuadro se muestra la condicion probada, y en la parte inferior el tiempo
correspondiente. A la derecha de cada panel se muestran las cinéticas obtenidas de cada célula (1 linea = 1
célula), en donde se grafica la fluorescencia obtenida a lo largo del tiempo, con un tiempo maximo de registro
de 250 segundos. Las flechas indican las adiciones de los compuestos sefialados. a) Adicién de HCO3- ZnSO4-
Tpen. b) Adicion de ZnSO4- NaHCO3-Tpen. ¢) NH4CI-TYH-Tpen, y d) Tpen-HCO3-. n=7

Debido a que la medicion de los flujos de zinc se hicieron con una temporalidad corta y en
los antecedentes se emplearon tiempos de hasta 50 minutos (46). Realizamos mediciones de
zinc, a tiempos mas largos. En la Figura 18A se muestra el flujo de zinc control, en donde a
los 2 minutos se agregd medio de registro y a los 49 minutos se agreg0 el Tpen. Por su parte,
en la Figura 17B se muestra el efecto de la adicion de 50 uM de ZnSOg, y la adicion de 1
mM de Tpen a los 49 minutos. En este caso, se pudo observar un ligero incremento de zinc

intracelular al agregar ZnSO4 en algunas celulas.

39



a0 | TYH TYH

A

Nl s gl
30 Mv\ ™
Tt WS N S SRS

20 "—f’?a

0 10 20 30 40 50
Tiempo (min.)

TP e N

ZnS04 50uM ZnS04 50uM TPEN ImM

- | |

60
50
40 -
2 "\m s e
DS e |
20 e \v 7]
10
0
o) 10 20 30 40 50

Tiempo (min.)

Figura 18. La adicion de ZnSO4 no induce un incremento del zinc intracelular, incluso después de 45 minutos
de incubacion.

A la izquierda de cada panel se muestran imagenes representativas de células espermatogénicas cargadas con
FluoZin-1, y a la derecha se muestran las cinéticas obtenidas de cada célula (1 linea = 1 célula), en donde se
grafica la fluorescencia obtenida a lo largo del tiempo, con un tiempo maximo de registro de 50 minutos. En la
parte superior de cada cinética se muestra la condicion probada, y en la parte inferior el tiempo correspondiente.
Las flechas indican las adiciones de los compuestos sefialados. a) Adicion de TYH-Tpen. b) Adicién de ZnSO4-
Tpen.
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Los datos obtenidos en célula Unica nos muestran resultados interesantes del incremento de
fluorescencia con NaHCO3, pero la poblacion de células analizadas es pequefia, por lo que
se llevaron a cabo experimentos con microscopia de flujo para incrementar el nimero de

células analizadas.

En la Figura 19 se muestran las células espermatogénicas cargadas con el colorante sensible
a zinc Fluozin-1. Como control usamos medio TYH, y para observar si hay un incremento
de la fluorescencia intracelular de zinc en nuestras células agregamos ZnSQOs, NaHCO3,
NaHCO3 + ZnS0Os y finalmente Tpen. En la Figura 19A se muestra un histograma con la
condicion control (en azul), la adicion de ZnSO4 (naranja), HCO3 (en rosa), ZnSO4 +
NaHCO 3(en verde) y Tpen (en negro). La fluorescencia se midi6 después de 40 minutos de
haber agregado cada compuesto a las células espermatogenicas. Se observa que no hay
diferencia significativa en el desplazamiento de los trazos. En la Figura 19B se muestra una
tabla con el promedio de fluorescencia, en donde se aprecia que cuantitativamente no hay un
incremento significativo de la fluorescencia al agregar los medios anteriormente descritos, a

diferencia del Tpen que si genera una disminucion de la fluorescencia.
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Figura 19. El zinc intracelular no incrementa en las células espermatogénicas.

Panel a) Histograma de los datos obtenidos mediante microscopia de flujo, graficando la frecuencia de eventos
respecto a la intensidad de fluorescencia (en este caso para Fluozin-1). Cada linea representa diferentes
tratamientos durante un tiempo de incubacion de 40 minutos. Los tratamientos mostrados corresponden a solo
medio (en azul), ZnSO4 [100 uM] (naranja), HCO; [25 mM] (rosa), coincubacion ZnSO4 + HCO; (verde), y
s6lo Tpen (negro). En el panel b) se muestra una tabla con el promedio de fluorescencia de los diferentes
tratamientos en a). n=5
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Identificacion del transportador ZnT3y Zip3 en células espermatogenicas y
espermatozoides.

Para investigar la localizacion de los transportadores ZnT3 y Zip3, usamos anticuerpos
especificos de cada transportador, los cuales detectan un epitope de la proteina del lado
citoplasmatico. Realizamos ensayos de inmunocitoquimica para determinar la localizacion

celular en los diferentes estadios de células.

Con el fin de evaluar los anticuerpos en sus condiciones optimas, se hicieron curvas de
concentracion para decidir qué dilucion de anticuerpo primario y secundario se usaria.
Después de varias pruebas se decidié emplear una dilucion de 1:10 del anticuerpo primario
y 1:500 del anticuerpo secundario. En la Figura 20A se muestra la sefial obtenida con el
anticuerpo anti-ZnT3, en donde se puede observar una sefial en las células espermatogénicas
que suponemos es el acrosoma en formacién. La Figura 20B muestra la sefial obtenida

empleando el anticuerpo anti-Zip3, la cual es homogeénea en las células espermatogeénicas.
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Figura 20. Localizacion de los transportadores ZnT3 y Zip3 analizados mediante inmunocitoquimica.

El transportador ZnT3 (a) se encuentra en la region del acrosoma en las células espermatogénicas de ratdn,
mientras que Zip3 (b) no muestra una localizacion clara. Las imagenes de la izquierda corresponden al control
de autofluorescencia (en ausencia de anticuerpo primario -ZnT3 y -Zip3). Las imagenes del centro muestran el
control sélo con el anticuerpo secundario (sin el primario). Las imagenes de la derecha corresponden a la
condicién de incubacién con el anticuerpo primario (ZnT3 o Zip3) y en presencia del anticuerpo secundario
acoplado a Alexa 488. En la parte superior se muestran las imagenes de campo claro, y en la parte inferior la
fluorescencia obtenida con el anticuerpo secundario acoplado a Alexa-488. En la parte superior de cada imagen
se muestra la dilucion de anticuerpo empleada (1:10 de cada primario y 1:500 del secundario). n=3
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Los datos obtenidos mediante la microscopia de flujo sugieren que la localizacion del
transportador ZnT3 puede corresponder al patron de tincion que se observa con marcadores
de acrosoma en raton (47), por lo que decidimos investigar si la localizacion del ZnT3
coincidia con el desarrollo del acrosoma. Por lo tanto, decidimos realizar experimentos de
triple tincion, es decir, con el anticuerpo para ZnT3 (rojo), el marcador para acrosoma PNA
[50 pg/ml] (verde) y el marcador para ndcleo Hoechst (morado). En la Figura 21A se muestra
una célula representativa del control sin tincién mientras que en la Figura 21B muestra las
células con sefal positiva para el transportador ZnT3, el cual se traslapa con el acrosoma.
Adicionalmente, realizamos controles sin anticuerpo primario para darle confiabilidad a
nuestros datos (Figura 21C). La competencia del anticuerpo primario con el péptido de
competencia se muestra en la Figura 21D, en la cual se observa una reduccion de la sefial,
aunque no desaparece por completo. Las células incubadas con el anticuerpo Zip3 se

muestran en la Figura 21E, en donde no se observa sefial de este transportador en la célula.
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a) Campo Claro Hoechst Alexa 647
b) Campo Claro Hoechst Alexa 647
Hoechst Alexa 647
c) Alexa 647
d ) Campo Claro Hoechst Alexa 647
213

Hoechst Alexa 647

Figura 21. El transportador ZnT3 coincide con el desarrollo del acrosoma en células espermatogénicas de
raton.

Panel a) Control sin tefiir, b) Células espermatogénicas incubadas con PNA (verde), Hoechst (azul) y ZnT3
(rojo), c) Control en ausencia de anticuerpo primario, d) Co-incubacién del péptido + anticuerpo ZnT3, €)
células incubadas con el anticuerpo Zip3. n=3
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Una vez identificados los transportadores de zinc en las células espermatogénicas, se
procedid a identificar mediante inmunocitoquimica los trasportadores en el espermatozoide
maduro. En la Figura 22 se muestran imagenes representativas de espermatozoides de raton
obtenidas del epididimo. En la Figura 22A se muestra el control, sin anticuerpo primario ni
secundario mientras que en la Figura 22B se muestra la triple tincion (con ZnT3, acrosoma
y ndcleo), indicando que ZnT3 se expresa exclusivamente en el acrosoma de los
espermatozoides maduros. La Figura 22 C corresponde al control sin anticuerpo primario,
pero en presencia de anticuerpo secundario y en la Figura 22D se muestra la competencia
con el péptido correspondiente. Finalmente, en la Figura 22E se muestran los
espermatozoides incubados con el anticuerpo Zip3, lo cual nos muestra que no hay sefial de

este transportador en el espermatozoide.
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Campo Claro

Campo Claro

Figura 22. El transportador ZnT3 se encuentra en la region del acrosoma de espermatozoides de raton.

Panel a) Control sin tefiir, b) espermatozoides incubados con PNA (verde), Hoechst (azul) y ZnT3 (rojo), c)
Control en ausencia de anticuerpo primario, d) Co-incubacion del péptido + anticuerpo ZnT3, €) incubacién
con el anticuerpo Zip3. n=3

De acuerdo a los resultados obtenidos y analizados se observa la expresion del transportador
ZnT3 coincide con la biogénesis del acrosoma, esto no se observo al analizar la expresion de
los transportadores Zip3 (Figura 23). El histograma de células tefiidas con Hoechst que
identifica diferentes poblaciones de acuerdo a su contenido de ADN se muestra en la Figura
23A, donde se pueden observar tres poblaciones, la primera es las células haploides (n), la

segunda son células diploides (2n) y la tercera con menor cantidad corresponde a células
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tetraploides (4n). En la Figura 23B se muestran los controles, los cuales corresponden a
celulas sin tefiir (control) y células tefiidas s6lo con el anticuerpo secundario y Hoechst
(Hoechst + 2nd Ab). En la Figura 23C se muestran tres poblaciones de células incubadas con
el anticuerpo ZnT3, PNA y Hoechst, las cuales denominamos i, ii y iii, la i corresponden a
una célula representativa de espermatocito, la ii corresponde a una célula llamada
espermatida redonda y iii corresponde a una celula condensante. Los mismos tipos de
poblaciones celulares, pero de células incubadas con el anticuerpo Zip3 se muestran en la
Figura 23D. Los resultados anteriores sugieren que el transportador ZnT3 aparece al mismo
tiempo que se empieza a formar el acrosoma, mientras que no hay sefial del transportador

Zip3.

b) Bright Fleld PNA Hoechst Anti-ZnT3/Zip3
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c) d)
Bright Field PNA Hoechst Anti-ZnT3 Merge sright Field PNA Hoechst Anti-Zip3 Merge

22
L s

Figura 23. El transportador de zinc ZnT3 pero no Zip3 se expresa en diferentes poblaciones de células
espermatogénicas de ratdn.

Panel a) histograma de intensidad de fluorescencia de Hoechst, el cual tifie al ndcleo, mostrando diferentes
poblaciones, las cuales corresponden a células haploides (n: espermatidas redondas y condensantes, y
espermatozoides), diploides (2n: espermatocitos), y tetrapolides (4n: espermatogonias). b) Imagenes
representativas de nuestros controles, mostrando fluorescencia enddgena (control, sin tefiir), y la intensidad de
fluorescencia en presencia de Hoechst més anticuerpo secundario (2" Ab). c¢) imagenes representativas de (i)
espermatocito mostrando el nlcleo (azul) y no hay sefial de ZnT3 (columna Anti-ZnT3), (ii) imagen
representativa de una espermatida redonda en donde se muestra el acrosoma (verde), nicleo (azul), expresion
de ZnT3 (rojo) y la co-localizacién de ZnT3 con el acrosoma (merge, amarillo), (iii) imagen representativa de
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una célula condensante, mostrando sefial de ZnT3 (en rojo) en el acrosoma (verde y merge), d) imagen
representativa de (i) espermatocito, (ii) espermatida redonda, y (iii) célula condensante. En todos los paneles,
la primera columna corresponde al campo claro (brightfield); la columna de PNA corresponde a la sefial del
acrosoma (verde). La columna de Hoechst corresponde al nicleo (azul). La columna de anti-ZnT3 o Zip3
corresponde a la sefial de los transportadores ZnT3 o zip3 (rojo), y la co-localizacidn (merge).

Adicionalmente, se realiz6 la comparacion de ZnT3 y Zip3 en espermatozoides de raton
maduros (Figura 24). Los resultados obtenidos sugieren que ZnT3 se encuentra en el
acrosoma, mientras que no se observé una sefial para Zip3 ni en células espermatogénicas de

raton ni en espermatozoides maduros.

Bright Field PNA Hoechst Anti-ZnT3/2ip3
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c) d)

Bright Field PNA Hoechst Anti-ZnT3 Merge Bright Field PNA Hoechst Anti-Zip3 Merge

Figura 24. El transportador de zinc ZnT3 pero no Zip3 se expresa en espermatozoides maduros de raton.

Panel a) Histograma de intensidad de fluorescencia de Hoechst, que tifie al nicleo, mostrando solo una
poblacidn celular que corresponde a espermatozoides de epididimo (n), b) imagenes representativas de los
controles, mostrando fluorescencia endégena (control, sin tefiir), y la intensidad de fluorescencia en presencia
de Hoechst mas anticuerpo secundario (2" Ab). ¢) dos imagenes representativas de espermatozoides mostrando
el acrosoma (verde), nGcleo (azul) y la sefial del transportador ZnT3 (rojo), asi como la co-localizacion (merge),
d) iméagenes representativas de espermatozoides incubados con anti-Zip3, donde no se detectd expresion de
Zip3. En todos los paneles, la primera columna corresponde al campo claro (brightfield); la columna de PNA
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corresponde a la sefial del acrosoma (verde); columna de Hoechst corresponde al nucleo (azul), la columna de
anti-ZnT3 o Zip3 corresponde a la sefial de los transportadores ZnT3 o zip3 (rojo), y la co-localizacion (merge).
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DISCUSION

La presencia de transportadores de zinc en las células es de suma importancia, ya que debe
estar controlada la concentracién de zinc intracelular, porque si existiera una disminucion o
un exceso de zinc perjudicaria a las células, afectando la maduracion de las células
germinales, desestabilizaria a la membrana celular y ADN, asi como afectaria a la movilidad

del espermatozoide.

Es por eso que en este proyecto nos enfocamos a la identificacion de los transportadores
ZnT3 'y Zip3 en células espermatogénicas de raton y espermatozoides. Para ello, las células
espermatogénicas se obtuvieron por un tratamiento enzimatico, el cual nos permitié obtener
mayor numero de células espermatogénicas. En ellas se utiliz6 la técnica de
inmunocitoquimica, mediante la incubacion con anticuerpos primarios (ZnT3 y Zip3),
anticuerpos secundarios para detectar la localizacion de estos transportadores, y se incubaron
con PNA (que marca el acrosoma) para poder corroborar que ZnT3 aparece en la biogénesis
del acrosoma y en los espermatozoides maduros. Para poder analizar su localizacion, se
utiliz6 microscopia de flujo, que a diferencia de otros estudios donde muestran la expresion
de estos transportadores mediante microscopia de fluorescencia, nosotros pudimos observar

hasta 5,000 células, lo cual nos da una gran ventaja por el nimero de células.

Desde trabajos anteriores (46), en donde analizan la expresion de transportadores de zinc en
células espermatogénicas, asi como de los investigadores del area de la biologia de la
reproduccion, se sabe muy poco de la localizacién intracelular de los transportadores de zinc
en las células espermatogénicas, los cuales se pueden encontrar en la membrana plasmatica
o0 en organelos. Identificar en donde se encuentran estos transportadores es muy importante
ya que podriamos sugerir su funcion. Estos transportadores son indispensables para una
homeostasis adecuada de zinc y para que se lleven a cabo muchas funciones celulares de
manera correcta, ya que tanto un exceso o disminucién puede ser mortal para las células.
Algunos estudios sugieren funciones especificas del zinc en las células espermatogénicas,
como crecimiento y desarrollo celular, condensacion de la cromatina y modulacion del estrés

oxidativo.
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Uno de los hallazgos méas importantes del presente trabajo fue la identificacion de una
identidad molecular conocida como el transportador ZnT3, codificado por el gen SLC30A3,
que se localiza en una vesicula muy particular de los espermatozoides Ilamado acrosoma.
Este transportador aparece en la biogénesis del acrosoma, lo cual sugiere que esta proteina
tiene un papel importante en la homeostasis de zinc durante el desarrollo del acrosoma,
probablemente regulando las concentraciones de zinc, y no afectar su biogénesis, siendo
ZnT3 el transportador encargado de meter zinc al interior del acrosoma. Los resultados
obtenidos coinciden con lo reportado por Downey y colaboradores (46), donde observan una
mayor expresion a nivel de RNA mensajero de los transportadores ZnT3 y Zip3 en células
paquiteno y espermatidas redondas de rata, sin embargo nuestros resultados a nivel de
localizacion celular solamente coinciden con la expresién de ZnT3, ya que los datos

obtenidos para Zip3 no fueron concluyentes.

La relevancia de haber identificado al transportador ZnT3 en el acrosoma es que esto sugiere
que se necesita la presencia de este transportador para sacar zinc del acrosoma, muy
probablemente para ser utilizado ya sea de manera estructural o como cofactor de muchas

protel'nas gue se encuentra en el acrosoma.

Sin embargo, los resultados obtenidos en la identificacion del transportador Zip3, codificado
por el gen SLC39A3, sugieren que no es necesaria su participacion en regular la salida de
zinc del acrosoma, ya que no encontramos sefial del transportador en esta vesicula. Este
transportador podria regular la entrada de zinc al acrosoma actuando como simportador junto

con bicarbonato, y generando una disminucién de zinc en el acrosoma.

En cuanto a las medidas del flujo de zinc se utilizaron dos técnicas, 1) medicion de zinc en
célula Unica, 2) por microscopia de flujo. Para ambos casos, una vez obtenidas las células
espermatogénicas se incubaron con FluoZin-1 y se hicieron curvas de titulacion para este
colorante. Para la primera técnica se observaron por microscopia de epifluorescencia y se
analizaron con un software llamado ImageJ. Mientras que en la segunda técnica se utilizo un
citometro de flujo acoplado a una camara, la ventaja de esta técnica es que nos permitio
analizar un mayor nimero de células. Sin embargo, en ambas técnicas no observamos
cambios significativos del incremento de la fluorescencia de zinc al agregar ZnSOsa, ni a

cortos ni largos tiempos. Pero si se observo un incremento al agregar HCO3-, lo cual sugiere
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que hay una participacion de los transportadores Zip, que actian como simportador
Zn?*/HCO3- y permitan la entrada de zinc extracelular o la salida de zinc de organelos,
especialmente de los organelos ya que la incubacion con el quelante TPEN no inhibe el

incremento de Zn citosélico.

Son necesarios mas trabajos experimentales para analizar la funcion de estos transportadores
en la fisiologia del espermatozoide. Esto se podria llevar a cabo mediante el uso de ratones
nulos para ZnT3, y observar si hay alguna disrupcién de la biogénesis del acrosoma,
alteraciones de la movilidad, capacitacion, RA que se manifieste con problemas de
infertilidad. Asi como hacer experimentos de flujo de zinc en célula unica, utilizando menor
concentracion de zinc, ya que probablemente la concentracion que se utilizé puede ser toxico

para la célula.
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CONCLUSIONES

Mediante la técnica de microscopia de flujo, identificamos tres poblaciones de células
espermatogénicas, de las cuales al menos una corresponde a células haploides como los
espermatozoides testiculares, una poblacion correspondiente a células diploides, que pueden
ser espermatogonias y espermatidas redondas; y la tercera poblacion corresponde a células

tetraploides.

Mediante mediciones de célula unica utilizando el colorante sensible a zinc FluoZin-1, se
logré observar cambios de fluorescencia al adicionar NaHCO3, pero no a diferentes
adiciones de zinc. Este incremento de la entrada de zinc no es debido a un incremento del pH
intracelular, ya que la adicion de NH4Cl no incrementd el zinc intracelular. Lo cual podria

sugerir que el zinc se libera de pozas internas.

A pesar de que hay trabajos en donde sugieren que la entrada de zinc es de manera lenta,
nosotros de acuerdo a las técnicas que usamos para medir el incremento de zinc intracelular
a tiempos cortos y largos, no observamos un incremento significativo de la fluorescencia,
pero si al agregar NaHCO 3, probablemente porque nuestra concentracion de zinc pudiera ser
inhibitoria (20).

En cuanto a nuestros resultados de la localizacion de los transportadores, podemos observar
que el transportador ZnT3 se expresa en el citoplasma, participa en la formacion de la
vesicula acrosomal de células espermatogénicas y permanece en el acrosoma de
espermatozoides de epididimo, mientras que el transportador Zip3 no muestra una sefial clara

en su localizacion celular, ni en células espermatogénicas de raton ni en espermatozoides.
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ABREVIATURAS

Acrosoma: Organelo que contiene enzimas hidroliticas y se encuentra en el extremo apical
de la cabeza del espermatozoide.

Anticuerpo: Son glicoproteinas del tipo gammaglobulina, y son empelados para identificar
y neutralizar moléculas extrafias.

Axonema: estructura interna de los flagelos, que se conforma por microtubulos.
Capacitacion: Evento de maduracion del espermatozoide a través del tracto reproductor
femenino necesaria para una fecundacion exitosa.

CDF: familia de facilitadores de difusién de cationes.

Células del cumulus oophorus: células que rodean al ovocito.

Citometria de flujo: técnica de andlisis de miles de células que se caracteriza por la medicion
de la dispersion de la luz y fluorescencia que poseen las células.

DEDTC: Acido dietildihiocarbamico. Es un quelante de zinc permeable.

DTPA: Acido pentético, es un quelante de zinc, en donde su base conjugada tiene una alta
afinidad por metales cationicos.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético, es una sustancia que se usa como quelante que
puede crear complejos con un metal que tenga una estructura de coordinacién octaédrica.
EGTA: Tetra (acetoxymethyl Ester). Es una sustancia que se utiliza como quelante de
metales, como Ca?*, Mg?* y Zn?*.

Enzima hidrolitica: Enzimas que aceleran las reacciones en las que una sustancia se rompe
en componentes mas simples con moléculas de agua.

Epididimo: 6rgano situado en el borde posterior del testiculo.

Espermatogeénesis: proceso de formacion de las células sexuales masculinas.
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Espermatozoide: Gameto masculino haploide que se fusiona con el 6vulo para formar un
nuevo organismo.

Espermiogénesis: proceso en el cual a partir de las células espermaticas se convierten en
espermatozoides.

Fecundacion: proceso en el cual se fusionan el gameto masculino con el gameto femenino.
Flagelo: segmento del espermatozoide més largo que ayuda al movimiento del
espermatozoide.

FluoZin™-1 AM: Es un colorante fluorescente que permite observar la presencia de zinc
dentro de las células, ya que éste es permeable. Tiene una longitud de onda de excitacion de
~495 nm y de emisién de ~515 nm.

Gen: Segmento de DNA que codifica para alguna proteina.

Hiperactivacion: Incremento de la velocidad, incremento de la amplitud del batido flagelar
y movimiento mas vigoroso.

Hiperpolarizacion: cambio del potencial de reposo de la membrana, haciéndose més
negativa.

Hoechst  33342:  (2'-[4'-etoxifenil]-5-[4-metilpiperazin-1-il]-2,5'-bis-1h-benzimidazol
trihidrocloruro trihidrato). Es un colorante fluorescente de ADN, que se utiliza para observar
el nucleo de las células. Su longitud de onda de excitacion es ~361 nm y de emision ~497
nm.

Ki: Constante de disociacion del complejo enzima-inhibidor.

Ovocito: También Ilamado dvulo, es el gameto femenino haploide que se va a fusionar con
el espermatozoide.

PNA (Peanut agglutinin): es una lectina de la planta de cacahuate, que se une a

glicoproteinas que se encuentran en el acrosoma.
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Reaccion acrosomal (RA): Proceso exocitotico que experimenta el espermatozoide y que
se caracteriza por la liberacion de enzimas hidroliticas.

Testiculo: glandula sexual masculina que produce los espermatozoides.

TPEN: N, N, N, N’-tetrakis (2-pyridinylmethyl)-1, 2-ethanediamine. Se utiliza como
quelante de zinc.

Tracto reproductor femenino: Es el sistema sexual femenino que se conforma de vagina,
Utero, oviducto y ovarios.

Tricina (N-(Tris(hidroximetil)metil)glicina): componente orgénico que se usa como
solucion buffer.

Zinc: Metal de transicion divalente, su simbolo es Zn?".

Zip: Transportador que permite la entrada de zinc hacia el citosol, se puede encontrar en la
membrana plasmaética o en organelos, y es codificado por el gen Slc39.

ZnT: Transportador que permite la salida de iones zinc, se puede encontrar en la membrana
celular o en organelos, y es codificado por el gen Slc30.

ZP: Zona pellcida, es la capa externa que rodea al ovocito de los mamiferos.
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