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RESUMEN

Speract es un decapéptido de secuencia consenso GFDLNGGGVG liberado por la capa de gelatina
de los huevos de erizos de mar, que funciona como quimioatrayente del espermatozoide e inicia
una cascada de sefializacién que genera cambios en el espermatozoide como aumentos en [Cali,
pHi'y cGMP, que conllevan a la reorientacion del nado del espermatozoide.

Para realizar todos estas alteraciones en la fisiologia del espermatozoide, speract debe unirse a
su receptor, una glicoproteina membranal de 77kD ubicada en el flagelo.

Hasta la fecha sabemos que este receptor contiene dominios extracelulares con presencia
abundante de cisteinas, y que su localizacién se confina a micro dominios lipidicos formando
agrupaciones, sin embargo, no existen imagenes de microscopia que corroboren la formacion
de estas agrupaciones, debido a que el tamafio de los receptores se encuentra por debajo del
limite de difraccion de la luz. En esta investigacion buscamos la generacién de imagenes de sUper
resolucion que confirmen la formacidon de estos agrupaciones en la membrana del
espermatozoide de erizo de mar utilizando un speract sintético que denominamos G-speract

(GGSGGGFDLNGGGVG) unido a colorantes fluorescentes.
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CAPITULO 1 « INTRODUCCION

La reproducciéon es un proceso que ha sucedido a través de las eras y ha permitido el
florecimiento de especies y su descendencia, ésta puede ser asexual o sexual, en la primera la
descendencia es producida por un Unico progenitor y la progenie tiene el mismo material
genético, mientras que en la segunda la progenie se deriva de dos progenitores que fusionan su

material genético en un proceso conocido como fecundacion, para dar lugar a un cigoto.

Existen dos tipos de fecundacion sexual, externa e interna, en la fecundacion externa la fusion
de gametos se lleva a cabo fuera de los progenitores, mientras que la interna es llevada a cabo

dentro de uno de ellos, pero en ambos casos se siguen las mismas bases:
1. Ambos gametos deben entrar en contacto y reconocerse.

2.Una vez que el espermatozoide entra, el dvulo lleva a cabo distintas estrategias para evitar la

polispermia.
3.El material genético se fusiona.
4 .Se activa el metabolismo del cigoto. (Gilbert, 2005)

Las estrategias que se han adoptado para lograr el éxito reproductivo dependen de cada especie,
en la mayoria de ellas los machos han optado por producir una gran cantidad de

espermatozoides y las hembras producen évulos grandes.

Los invertebrados marinos con fecundacion externa pueden producir substancias quimicas que
ayudan al espermatozoide a encontrar el huevo (Lopo & Glabe, 1982). Estas sustancias quimicas
son denominadas quimioatrayentes y permiten al espermatozoide guiar sus movimientos con

base en su gradiente de concentracion, y asi encontrar al huevo.

“El éxito durante la fertilizacién se asegura por medio de distintos pasos que involucran
claramente un reconocimiento celular entre el évulo y el espermatozoide” (Ohlendieck &

Lennarz1996), muchos de estos procesos de reconocimiento celular aun son investigados y



especies como estrellas de mar o erizos de mar han sido buenos modelos de estudio para lograr
comprender el proceso de fertilizacion, quimiotaxis y la interaccion entre las células involucradas

en tales procesos.

1.1 EL ERIZO DE MAR COMO MODELO DE ESTUDIO

Existen aproximadamente 950 especies de erizos de mar que forman a la clase equinoidea
perteneciente al filo de los equinodermos. Suelen habitar los océanos en las regiones costeras
de mediterraneo y el Atlantico en la zona Oriental, en arrecifes de coral, suelo rocoso no

profundo, o profundidades del mar.

Son una especie dioica y tienen cuerpos redondeados rodeados de un esqueleto externo
formado por placas de las cuales surgen varias espinas moviles. La boca esta ubicada en la parte
inferior en la superficie oral (hemisferio oral) y estd formada por cinco dientes, el ano se

encuentra en la superficie superior (hemisferio aboral).

Poseen cinco génadas que tienen salida al exterior por gonoporos situados en el hemisferio
aboral, por donde se liberan los gametos y en cada liberacién pueden producir

aproximadamente 102 espermatozoides y 107 huevos (Senbach, 1999).

Solo se puede diferenciar a la hembra del macho cuando comienzan a liberar los gametos, las
hembras liberan una substancia de coloracién amarilla mientras que la de los machos tiene una

coloracién blanquecina.

Los erizos de mar han sido muy utilizados como modelo de estudio de la reproduccién sexual
con fecundacién externa, una de las principales ventajas es que los gametos se pueden obtener
facilmente por medio de una inyeccién intracelular de KCl 0.5 M a través de la membrana oral,
esto junto con la gran cantidad de gametos que se pueden obtener sélo de un erizo de mary los
bajos costos que tiene mantenerlos hacen que sea un buen modelo para estudiar distintos

procesos como fecundacidn, quimiotaxis, movimiento flagelar y fisiologia del espermatozoide.



1.2 MORFOLOGIA DEL ESPERMATOZOIDE DE ERIZO DE MAR

El espermatozoide de erizo de mar no suele diferir en cuanto a estructura al espermatozoide

humano, sigue manteniendo los mismos componentes basicos: cabeza y flagelo.

P\ —— Acrosoma
‘

A

Envoltura
nuclear

Centriolo

Mitocondria

Axonema

Par central
_ Doblete externo

Brazos de dineina
externos

Brazos de dineina
internos
Radio radial

Figura 1. Esquema representativo sobre la estructura
del espermatozoide de erizo de mar. Modificado de
Darszon et al. 2011.

huevos (Suzuki N, 1995).

Cabeza: El tamafio de la cabeza suele medir entre
los 2-5 um y esta compuesta del acrosoma y el

nucleo.

El acrosoma es una vesicula que contiene
glicoproteinas y enzimas que se encuentran en la
punta de la cabeza como glicohidrolasas acidas,
proteasas, esterasas y fosfatasas dcidas. Estas
enzimas se liberan durante la reaccion acrosomal,
proceso que comienza con el contacto del
espermatozoide con la capa gelatinosa, la liberacion
de estas sustancias ayuda al espermatozoide a

penetrar esta capa gelatinosa hasta la superficie del

En el prondcleo se encuentra toda la informacién genética que serd transferida. En la pieza

intermedia o el cuello del espermatozoide se localiza una sola mitocondria, la cual se encarga de

abastecer de energia al espermatozoide para el movimiento flagelar.

Flagelo: El motor del espermatozoide es el flagelo cuyo longitud es aproximadamente de 40 um

y un grosor de 200 nm, su componente basico es el axonema el cual estd compuesto por un par

de microtubulos centrales rodeados de otros 9 dobletes de microtUbulos laterales. Ademas de

un grupo de distintas proteinas motoras y reguladoras, que trabajan en conjunto para coordinar

el batido flagelar.



CAPITULO 2«ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

2.1 SPERACT Y SU RECEPTOR

El contacto y reconocimiento es un paso vital en el proceso de fecundacion y el uso de gradientes
de componentes difusibles del huevo para atraer al espermatozoide se ha mantenido en
diferentes taxones, en particular en las especies que realizan fecundacién externa como los

erizos de mar (Eisenbach, M. 1999).

En 1928 (Gray,1928) se estimd que las tasas de respiracion en espermatozoides de erizo de mar
estan estimuladas por substancias relacionados con el huevo de erizo de mar, mas tarde esto
llevd a la identificacion de estas substancias provenientes del huevo de erizo de mar
demostrando que no solo estimulaban la respiracién de los espermatozoides, si no también, la

movilidad y el metabolismo de acidos grasos.

Estos componentes difusibles se nombraron péptidos activadores del espermatozoide o SAPs.
Garbersy Randall purificaron este péptido de la capa de gelatina del huevo de Strongylocentrotus
purpuratus, el cual fue denominado speract por su capacidad para activar espermatozoides

(Hansbrough & Garbers 1981).

La secuencia consenso esta formado por los siguientes aminoacidos: G1-Fz-D3-L4-Ns-Ge-G7-Gg-V9-
Gio ¥ gran parte de su actividad bioldgica recae cerca de la parte del carboxilo terminal en los
aminoacidos Valo-Glyio v en la Glys, ya que es conocido que modificaciones dentro de estos

aminodcidos llevan a la perdida de la actividad bioldgica (Cardullo & Herrick, 1994).

El péptido se une a su receptor ubicado en el flagelo del espermatozoide de erizo de mar, que
activa a una guanilato ciclasa de membrana que estd asociada al receptor, esto produce guanosin

monofosfato ciclico (GMPc).



El GMPc activa canales de potasio selectivos que conducen a la hiperpolarizacién de la
membrana junto con un aumento del calcio intracelular y del pH intracelular, como resultado se
modifica la patrén de nado del espermatozoide lo que permite su reorientacién por medio de

giros (Darszon et al., 2008).
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Figura 2. Cascada de sefialiazacién de speract. Una vez que se une a su receptor se produce GMPc, que activa canales de K*.
La salida de K+ produce una hiperpolarizacién de la célula. Esto lleva a la activacion de varios canales, intercambiadores, y
segundos mensajeros como hiperpolarizacion activa el intercambiador Na+/ H+ (NHE) que aumenta el pH intracelular, que
lleva al aumento del pH intracelular y cambios en el potencial de memebrana. Imagen tomada y modificada de Darszon et al,
2005.

La union de speract a su receptor es considerado un evento esencialmente irreversible, mientras
que la afinidad del receptor aumenta con el incremento del pH intracelular ya que provoca

cambios conformacionales que incrementa la afinidad del receptor.

El receptor de speract no ha podido ser cristalizados, sin embargo, se sabe que es una
glicoproteina transmembranal de 77kD formado por una Unica cadena de polipéptido (Dangott
& Garbers, 1987), que posee tres partes esenciales: una region extramembranal formada por el
dominio amino terminal con gran porcentaje de cisteinas, una regién transmembranal cerca del

extremo c terminal, y la intracelular (Dangott et al., 1989).

El nimero de sitios de unidn en una célula espermatica varia dependiendo de la especie:
aproximadamente 20,000 para Strongylocentrotus purpuratus, y 60,000 para Lytechinus pictus

(Nishigaki et al., 2001).

En 1994 Richard A. Cardullo utilizo isotiocianato de fluoresceina (FITC) unido a un analogo de
speract radiomarcado (FITC-GGG[Y2]-speract) y microscopia de epifluorescencia para conocer la

localizacion del receptor (Cardullo & Herrick, 1994), concluyo que la ubicaciéon del receptor se



confinaba solamente en el flagelo del espermatozoide, lo cual reforzaba el papel del receptor en

la motilidad de este.

En 2001 speract se unio directamente a fluoresceina y rodamina, el péptido marcado presentaba
un apagamiento de la fluorescencia al unirse al receptor, cualidad que fue utilizada para obtener
constantes y valores relacionados con la cinética e interaccién del ligando-receptor (Nishigaki et

al,, 2001).

Una distribucion mas detallada del receptor se dio utilizando proteinas fluorescentes unidas a
speract mediante un espaciador de siete aminodcidos formado por Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly.
Este disefio experimental junto con la técnica de FRET (Transferencia de la energia de Forster
Resonancia), tuvo dos hipdtesis explicativas, la primera es que el receptor forma agrupaciones
en la superficie de membrana flagelar, y en la segunda el receptor tiene multiples sitios de unién

para speract (Arcos-Hernandez et al., 2016).

Estos resultados son consistentes con investigaciones anteriores, en las cuales se utiliza
centrifugacién por gradientes de sacarosa para separar distintas fases de la membrana lipidica y
anticuerpos contra el receptor de speract. Durante estos experimentos se concluyé que al menos
una fraccion del receptor se encuentra localizado en fases de membrana ricas en colesterol y

esfingolipidos mejor conocidos como balsas lipidicas (Ohta et al., 2000).

La compartimentalizacion en dominios nanométricos ricos en colesterol y esfingolipidos ha
demostrado ser criticos para la comunicacion ovulo-espermatozoide en espermatozoides de
mamiferos, por lo que no se puede evadir la hipdtesis de que la organizacion del receptor de

speract tenga repercusiones en la comunicacion huevo -espermatozoide.



2.2 SOBRE FLUOROFOROS Y FLUORESCENCIA

Como hemos mencionado el camino que se ha utilizado para conocer mas sobre la interaccion
del péptido speract y su receptor ha sido el uso de microscopia de fluorescencia y moléculas
fluorescentes, tales moléculas fluorescentes nos permiten examinar procesos in vivo que
suceden dentro o sobre la superficie de las células por lo que entender como funcionan es vital

para cualquier investigacion dentro del area.

Los fluordforos son moléculas capaces de absorber fotones por medio de la irradiacidon con luz y
producir fluorescencia, estan presentes de forma natural en algas, plantas, peces y medusas,
también se tienen fluordforos artificiales como lo son las variantes de Alexa Fluor, derivados de

cumarina y cianinas entre otros (Jameson, 2014).

Dentro de los fluoréforos tenemos tres grupos principales que se utilizan en microscopia de
fluorescencia: puntos cudnticos, proteinas y colorantes fluorescentes, cualquiera de estos sigue

un comportamiento explicado con el diagrama de Jablonski (Figura3).
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Figura 3. Diagrama de Jablonski. Representacién de los
posibles estados que puede habitar un fluoréforo cuando es
excitado

Los fluordforos suelen encontrarse en un estado basal denominado singlete So, al ser excitados
con luz se alcanza un estado electrénico excitado de mayor energia S10 S;, dentro de los estados
singlete excitados existen niveles vibracionales que describen el estado vibracional de la

molécula.



Parte de la energia que ha sido transferida a la molécula se disipa, lo cual lleva a un nivel
vibracional inferior del estado excitado en un fenédmeno conocido como conversién interna y

que sucede aproximadamente en el rango de picosegundos (101%y 10 1segundos).

Cuando el fluoréforo regresa al estado basal (So) se libera un fotdn esto es lo que denominamos
fluorescencia, sin embargo, la energia del fotén emitido es menor que la del fotdn que excito al
fluoréforo, debido a que parte de la energia se pierde en procesos como el descrito
anteriormente (conversion interna). La fluorescencia es un proceso que dura de 10° a 107
segundos y permite a la molécula regresar al estado basal So liberando energia en forma

radiativa.

Por otro lado, la fosforescencia es un proceso en el cual el electron excitado entra a un estado
denominado triplete, a diferencia de la fluorescencia donde los spines del electrén excitado
estan apareados en el estado triplete los spines se encuentran paralelos (TT"), para que el
electron regrese nuevamente a un estado basal debe suceder la inversién del spin, por lo que el
tiempo en que tarda en regresar es mayor estimado entre micro-mili segundos (Toseland, C. &

Fili, N., 2016)

Algunas de los fluordforos mas utilizados para estudios en células vivas han sido las proteinas y
colorantes fluorescentes, cada uno de ellos presenta ventajas diferentes dependiendo del

problema de estudio.

e Coeficiente de extinciéon: Es una medida de la capacidad que tienen los fluoréforos para
absorber fotones y excitarse a un nivel de energia mayor, y es especifica para cada
fluordforo. Altos coeficientes de extincion significan una alta probabilidad de absorcién

de la energia foténica.

e Rendimiento cudntico: Nos permite saber cual es la relaciéon de los fotones emitidos
respecto a los absorbidos, es decir, de todos los fotones que son absorbidos por el
fluoréforo cuantos de ellos lograran emitirse en forma de fluorescencia. Los fluoréforos
con valores de rendimiento cuantifico cercanos a 1 son mas eficientes ya que la mayoria

de los fotones que se absorben son emitidos.



e Brillo del fluoréforo: El brillo del fluoréforo es una propiedad definida por el rendimiento
cuantico vy el coeficiente de extincidn, los fluordforos con un alto coeficiente de extincién
y un alto rendimiento cuantico poseen un brillo alto, lo que significa una intensidad de

fluorescencia mayor o una sefial mas grande (Toseland, et al, 2016).

e Cambio de Stokes: Los fluoréforos tienen longitudes de onda especificas a las cuales son
excitados, y longitudes de onda en los cuales se emiten los fotones, la diferencia que
existe entre los picos de excitacion y emisién es conocida como cambio de Stokes.
Esta propiedad se ve afectada por la estructura de la molécula fluorescente, cambios de
Stokes pequefios representan picos de emisidn y excitacion cercanos, mientras mas
grande el cambio de Stokes mas alejado se encuentran los picos de emisién y excitacion,
por lo que es un factor Gtil que tomar en cuenta cuando se trabaja con mds de un

fluoréforo.

e Vida media fluorescente: Representa el tiempo promedio en el cual el fluoréforo se
mantiene en un estado excitado antes de emitir un foton (Toseland, et al, 2016) , su valor

es calculado a partir de los valores de las tasas de fluorescencia y conversion interna.

e Fotoestabilidad: La fotoestabilidad es la capacidad que tiene un fluoréforo para resistir
el fotoblanqueo (destruccion irreversible del fluoréforo) que provoca la perdida
irreversible de la fluorescencia. El principal camino hacia el fotoblanqueo es la
fotooxidacion, en la cual especies reactivas de oxigeno se forman de la interaccion del

oxigeno molecular con el estado triplete excitado del fluoréforo.

Los fluordforos poco fotoestables llevan a una emision pobre de fotones por la consecuencia del
fotoblanqueo, lo cual da como resultado una disminucion en la resolucién espacial y temporal
de las imagenes adquiridas con microscopios (Zheng, Q et al, 2013). Las propiedades
fluorescentes de ciertas molécula se ha explotado ampliamente en el ambito cientifico en

especifico en la microscopia.



2.3 MICROSCOPIA DE SUPER RESOLUCION PARA RESOLVER ESTRUCTURAS CELULARES

La invencidon del microscopio éptico impulsé muchas areas de la investigacion cientifica. Hasta
un poco antes de su aparicion en el siglo XVI la mayoria de los conceptos cientificos no estaban
bien consolidados ni estudiados, ya que mucha de la investigacion se veia limitada por lo que
podiamos percibir y como sabemos la vida se desarrolla a niveles imperceptibles por el ojo

humano.

El desarrollo de un artefacto que nos permitiera observar mas alld de nuestras capacidades
humanas provoco una revolucion en el conocimiento. Sin embargo, el uso del microscopio en el

estudio de procesos subcelulares se vio restringido por el limite de resolucién.

El limite de resolucion se ve impuesto por las propiedades de difraccion de la luz, asi como del
sistema optico, ademas las estructuras que se encuentren por debajo de los 200 nm son
imposibles de resolver. La busqueda de conocimientos sobre procesos que ocurren a escalas
nanomeétricas como la produccién de proteinas, difusion de moléculas o sobre la estructura de
distintos componentes celulares como filamentos intermedios, receptores o canales, dio lugar al
florecimiento de combinaciones de técnicas microscopicas con algoritmos lo que permitio la

aparicion de la microscopia éptica de sUper resolucion.

Podemos dividir estas técnicas en tres grupos:

O Microscopia del agotamiento de la emision estimulada (STED).

[0 Microscopia de iluminacién estructurada (SIM).

O Microscopia de localizacion de moléculas Unicas (SMLM).

Dentro de la microscopia de localizacion Unica existen muchas técnicas una de las mas utilizadas
es la microscopia de reconstruccion oOptica estocdstica (STORM). Esta técnica permite la
localizacion de moléculas Unicas y la reconstruccién por medio de algoritmos, se basa en la
conmutacion de ciertos fluordéforos, es decir, la capacidad para entrar y salir de un estado donde

se emite fluorescencia, por medio de la exposicidn a ciertas longitudes de onda de luz visible.
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Los fluordforos marcan la regién de interés, después un pulso de luz activa ciertos fluordforos en
el drea, produciendo fluorescencia, y luego se induce a un estado no fluorescente, este proceso
se repite muchas veces, de manera que, en cada ciclo una parte de los fluoréforos permanece

obscuros y unos cuantos se activan aleatoriamente.

Este ciclo se repite multiples veces hasta que se obtiene un conjunto de imagenes donde existe
una separacion espacio temporal con coordenadas de la estructura de interés, y con ayuda de

distintos algoritmos se puede reconstruir la imagen con una gran precisién (Mondal P. 2016).

o i e o

Figura 4. Esquema representativo de la microscopia de molécula Gnica usando un fluoréforo foto-
convertible. Mediante un pulso de luz roja se induce a los fluoréforos a un estado obscuro, a
continuacion, se irradia con luz verde para activar solo unos pocos fluoréforos los cuales se localizan,
este proceso se repite durante numerosos ciclos (a) hasta obtener un compilado de imagenes donde
fluoréforos no superpuestos emiten creando una separacion espacio temporal, que permite obtener
coordenadas y realizar un reconstruccion de la estructura que se observa (b). (Imagen tomada de
Rust & Bates, 2006)

Para poder localizar emisores de molécula Unica varios aspectos deben tomarse en cuenta:

1. La eleccidn del fluoréforo
Elegir correctamente el fluoréforo es esencial para la microscopia de moléculas Unicas,
un fluordforo altamente foto-estable nos permite un mayor tiempo de muestreo y mas
informacion acerca de la estructura de estudio.
Es también necesario que se registre una gran cantidad de fotones para lograr una gran
precision en la localizacion de las moléculas Unicas, por lo que la fotoestabilidad y el

rendimiento cudntico afectan la calidad de las imagenes obtenidas.
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Uno de los colorantes fluorescentes mas utilizados en la microscopia STORM y con el que
debuto por primera vez esta técnica fue Cy5.

Cy5 posee un maximo de excitacion cerca de los 649 nm y emite en el infrarrojo (666
nm), lo cual es Util ya que no coincide con la auto fluorescencia de fondo las células. Es
una molécula plana formada por un sistema de anillos conjugados que ademas presenta
grupos dimetilo lo cual ayuda a evitar la apilacion de las moléculas (Fluorescent
Indocyanines for Color-Coded Surgery 2018), esto es beneficioso ya que se sabe que la
agregacion de colorantes conlleva a una transferencia de energia que puede provocar un
disminucion en el brillo de la sonda y el apagamiento de la fluorescencia (Zhegalova &
He 2014).

Al tener enlaces C-C libres en la cadena de poliemetina Cy5 es capaz de transformarse a
sus isémeros cis y trans por rotacién alrededor de estos enlaces donde la forma cis del
colorante es débilmente fluorescente mientras que la forma trans es fluorescente, lo cual
le permiten fluctuar entre estados fluorescentes y no fluorescentes (parpadeo)
(Widengren & Schwille, 2000).

El isémero trans es el que se encuentra mayormente en una solucion con Cy5, mientras
que isémero cis es formado después de excitar al fluoréforo, la tasa a la que ocurre esta
fotoisomerizacién depende de factores como la temperatura, viscosidad del solvente, asi
como restricciones estéricas. A su vez el estado no fluorescente puede revertirse por

medio de pulsos de luz verde (Stennett, Ciuba & Levitus, 2014).
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Figura 5. Fotoisomerizaciéon de Cy5. Transicidn reversible entre los isémeros cis y trans de
Cy5 Imagen tomada y modificada de Texier et al, 2019

Por otro lado, el uso de agentes que contengan grupos tiol primario sirve para controlar el

parpadeo de Cy5, los grupos tioles interfieren con los puentes de poliemetina lo cual interrumpe
12



la conjugacion de los enlaces induciendo asi a un estado obscuro el cual puede ser interrumpido

con pulsos de luz UV (Figura 5).
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Figura 6. Interaccién de Cy5 y grupos tioles. Cy5 excitado puede entrar a un estado obscuro por
medio de la adicién de compuestos con grupos tioles primarios los cuales forman un aducto en el
enlace de poliemetina, esa unién es reversible por medio de pulsos de luz UV. Imagen tomada y
modificada de Dempsy et al,2010.

Entre las principales caracteristicas que convierten a Cy5 un fluoréforo Util para microscopia de
super resolucion son:

1. Posee un alto numero de fotones emitidos por molécula fluorescente

aproximadamente 6000.
2. Pueden experimentar mas de 200 ciclos de conmutacién antes del fotoblanqueo.
3. La frecuencia de formacion de estados triplete es baja.

Sin embargo, la principal desventaja es la alta tasa de fotoblanqueo que posee, que puede

mejorarse con el uso de sistemas reductores de oxigeno o agentes antioxidantes.

1. Buffers

El principal problema que se enfrenta cuando se trabaja con fluoréforos es el fotoblanqueo en
el cual existe una destruccion del fluoréforo, es un proceso inminente y el tiempo en que un
fluoréforo dure emitiendo antes de su destruccion completa varia dependiendo en gran parte

de propiedades intrinsecas, del medio ambiente o las condiciones de excitacion.
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El principal camino hacia el fotoblanqueo es la fotooxidacion en la cual especies reactivas de
oxigeno mejor conocidas como oxigeno singlete interactian con el fluoréforo, provocando la

oxidacién o degradacion de este.

Por otro lado, el oxigeno molecular puede presentar beneficios en el parpadeo de los fluoréforos,
ya que al interactla con los estados triplete de los fluoréforos reduciendo el tiempo que el

fluoréforo pasa en este estado no emisor.

Para equilibrar ambos efectos se usan combinaciones de distintos compuestos algunos de los
cuales disminuyen la cantidad de oxigeno del medio y otros que permiten reducir el tiempo en

estado triplete, lo que permite disminuir el fotoblanqueo vy las tasas de parpadeo.

Los sistemas enzimaticos son los mas utilizados ya que nos permiten disminuir la cantidad de
oxigeno en el medio en cuestién de minutos, y mantener el estado de hipoxia del medio, entre

los distintos sistemas enzimaticos tenemos tres principales:

1. Sistema GOC: Es un sistema enzimatico que utiliza como sustrato 3-D-glucosa para captar
el oxigeno del medio con ayuda de la glucosa oxidasa, durante el proceso se produce
acido gluconico y perodxido de hidrogeno, con ayuda de la catalasa se puede
descomponer en agua y oxigeno teniendo como resultado neto la perdida de oxigeno.
Uno de los principales inconveniente es que debido a la produccion continua de acido
gluconico el pH decae a lo largo del tiempo lo cual puede afectar las condiciones
experimentales y el parpadeo del fluoréforo, sin embargo, el tiempo de catdlisis de la

reacciéon es muy rapido (Swoboda, M., & Henig, J. 2012).

| Ho A _A\_/COOH
‘OH ii. H,0 : :
. OoH oH

OH

Figura 7. Reaccion llevada a cabo por el sistema enzimdtico GOC. En el primer paso (i)
la enzima glucosa oxidasa transforma la 8-D-glucosa en dcido glucénico y peroxido de
hidrégeno que posteriormente es transformado en agua (ii) con ayuda de la enzima
catalasa. Imagen tomada de Swoboda & Henig, 2012.
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2. Sistema enzimatico POC : En este sistema también utiliza como sustrato la B-D-glucosa,
sin embargo la reaccion es catalizada por la enzima piranosa-2-oxidasa, y da como
producto 2-ceto-D-glucosa y perdxido de hidrogeno, este ultimo al igual que en el

sistema GOC es eliminado por la enzima catalasa, en forma de agua y oxigeno.

Como producto final obtenemos una cetona por lo cual no se acidifica el medio ademas
el producto de la oxidacion no afecta a las biomoléculas. Pese a ser el sistema enzimatico
que presenta una mayor estabilidad en el pH a lo largo del tiempo tiene una menor

actividad especifica (Swoboda & Henig, 2012).
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Figura 8. Reaccidn catalizada en el sistema enzimatico piranosa-2- oxidasa (POC). La
enzima piranosa oxidasa oxida la B-D-glucosa en 2-ceto-D-glucosa y perdxido de
hidrogeno que posteriormente es transformado en agua con ayuda de la enzima
catalasa. Imagen tomada de Swoboda & Henig, 2012.

3. Sistema MEA/MB: Es un sistema no enzimatico formado por R-mercaptoetilamina y azul
de metileno. La RB-mercaptoetilamina (MEA) por si misma es usado como un antioxidante
que reduce el oxigeno del medio de muestreo, ademas posee un grupo tiol que puede
donar electrones y atenuar el estado triplete ayudando a controlar los estados

encendido/apagado del fluoréforo (Schdfer & van de Linde, 2013).

El azul de metilo en presencia de un agente reductor puede transformarse en su base
conocida como leuco MB y convertirse nuevamente en MB consumiendo oxigeno
molecular. En el sistema MEA/MB la R-mercaptoetilamina funciona como agente
reductor para transformar el MB a MBH, y la presencia del MEA disminuye el tiempo para

agotar el oxigeno del medio (Figura 9).
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Figura 9 . Reaccién quimica en el sistema MEA/MB. Imagen tomada y modificada de Schafer & van de

Linde, 2013

lll. Densidad de etiquetado

Gran parte de la resolucién del método STORM, estd basada en una separacién espacio

temporal, que es lograda gracias a la activacién aleatoria de unos cuantos fluoréforos que,

aunque estan cercanos no se superponen.

Si la densidad del etiquetado es muy alta, existe una mayor probabilidad estocdstica de que dos
fluoréforo vecinos se activen simultdaneamente, por lo que serd dificil distinguir entre dos fuentes

puntuales Unicas y la reconstruccion es ineficiente, si la densidad es baja la informacion obtenida

no es suficiente para poder reconstruir la imagen (Strack, R. 2015).
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CAPITULO 3¢HIPOTESIS, OBJETIVOS, JUSTIFICACION

3.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El receptor speract es el primer paso en la cadena de sefializacion que lleva a cabo las respuestas
quimiotacticas dentro del espermatozoide y al movimiento flagelar, no se sabe mds que unos
cuantos datos sobre su estructura flagelar. En cuanto a su organizacion solo se han ofrecido
pocas respuestas, como que se ubica en la membrana flagelar en nano dominios lipidicos y forma
agrupaciones. Describir a profundidad estas agrupaciones podria aportar informacion sobre el

receptor y la manera en que actla y corroborar la informacién existente.

3.2 JUSTIFICACION
El estudio propuesto podria no sdlo ratificar la ubicacién del receptor, si no también describir la
formay el tamafio de los cluster. Ademas, la descripcién de la distribucién del receptor ofrecera

informacion sobre la relacion entre ubicacion del receptor y su funcién en el movimiento del

espermatozoide.

3.3 HIPOTESIS

Los receptores del péptido speract se encuentran distribuidos en la membrana flagelar en balsas

lipidicas con dimensiones en la region de 100 a 150 nm.

3.4 OBJETIVOS
General:

e Describir la distribucién del receptor speract.
Particulares:

e Marcar speract con colorantes fluorescentes sin afectar su actividad bioldgica.
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e Realizar experimentos de super resolucion.

e Optimizar las condiciones experimentales utilizando distintos secuestradores de oxigeno

18



CAPITULO 4«METODOLOGIA

Como se menciond en los antecedentes el uso de espaciadores en speract elimina el
apagamiento de la fluorescencia provocado por la unién directa del fluoréforo al péptido
(Nishigaki & Darszon, 2000) por lo que optamos por agregar cinco aminodacidos extra al inicio
que funcionaran como espaciador, el péptido se denomind G-speract, con la secuencia

GGSGGGFDLNGGGVG.

4.1 CARACTERIZACION DE G-SPERACT

Carga con el indicador FLUO4-AM

Los espermatozoides secos se obtuvieron de L .pictus, mediante inyeccion interceldmica de KCl
0,5 My se almacenaron en hielo. Los espermatozoides se cargaron segun la literatura (Wood et
al, 2003) 40 ulL de espermatozoides fueron diluidos en 400 uL de agua de mar artificial pH 7,
junto con 15 ul de plurdnico F-127 al 10%, 6ul de Fluo-4 AM 1mM e incubados durante 3 hrs a
162C. Después de ese tiempo se agregd 1ulL de AMA (pH 7) y se centrifugaron a 1000 rpm a 42C,
se elimind el sobrenadante y se resuspendieron en 400uL de AMA (pH 7), se guardaron en

obscuridad y hielo hasta su uso.
Espectrofluorometria

Los cambios en la concentracion de calcio intracelular fueron determinados usando Fluo 4 AM
como sonda, distintas concentraciones de G-speract fueron afiadidas a la cubeta que tenia
espermatozoides cargados y AMA (pH 8), el cambio en la emisién de la fluorescencia fue grabado
durante 2 minutos utilizando un espectrofluorimetro SLM8000 modificado por Olis Global Works

Software.
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4.2 ETIQUETADO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE CY5-GSPERACT

Etiquetado de G-speract con Cy5

El péptido analogo fue marcado utilizando un kit de marcaje de grupos amida primarios de Jena
Bioscience, se agregaron 10 ul de bicarbonato de sodio 1M, 3.5ul de G-speract 10mM, junto
con 10 ulL de Cy5-NHS-ester (10 mg/mL), todo fue diluido en 76.5ul de PBS pH 7.4, la mezcla fue

protegida de la luz e incubada durante toda la noche a 49C.

Separacion de la mezcla de péptidos por medio de HPLC

Las separaciones por HPLC se realizaron usando un sistema Waters 1525 Binary HPLC Pump . La
soluciéon A estaba formado por agua miliQ y TFA (0.12%), v la solucion B por acetonitrilo y TFA
(0.1% ). De 25-30 ul de muestra fueron inyectadas usando una valvula y pasaron a través de una
columna C18 de marca VYDAC de 4.6 x 25 milimetros y se usd un detector de longitud de onda
variable modelo 2489 establecido a 230 nm. Los picos recolectados fueron a espectrometria de
masas un espectrémetro de masas de trampa idnica Thermo Scientific™LCQ Fleet™ fue utilizado

y la masa de las fracciones se determind utilizando ionizacion por electrospray (ESI).

4.3 EXPERIMENTOS DE SUPER RESOLUCION

Preparacién y obtencion de la muestra

Espermatozoides secos fueron obtenidos por medio de inyeccion intercelémica de KCI 0.5M vy se
mantuvieron en hielo hasta su uso. 4 ulL de espermatozoides secos fueron diluidos en AMA pH 7
para mantener un estado quiescente, para activarlos 15 pL de estos espermatozoides fueron
diluidos en 200 uL de AMA pH 8, y se agregd una concentracion final de 10 nm de Cy5-Gsperact
cuando se trabajé con espermatozoides de L.pictus, y una concentracion de 50 nm cuando se
trataba de espermatozoides de S.purpuratus. Una vez cargados con el péptido se inmovilizaron

en cubreobjetos recubiertos con Poli-L-lisina al 10%.
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Microscopia TIRF

Las primeras pruebas del marcaje de Cy5-G-speract se hicieron en un microscopio Olympus IX81
TIRF, los espermatozoides se observaron usando un objetivo de inmersion de aceite de 100x con
una lente de magnificacion de 1.6 x. La excitacion se realizd por medio de un laser de longitud
de onda de 647 nm y una potencia de 200 uW, utilizando un tiempo de exposicion de 10

milisegundos y un filtro de densidad neutra.

4.4 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES UTILIZANDO DISTINTOS
SISTEMAS REDUCTORES DE OXIGENO

Sistema enzimatico GLOX

En el caso del sistema enzimatico GLOX se agregd a la cdmara una concentracion final de 192
U/mL de glucosa oxidasa, 90 U/ml de catalasa y 24 mM de glucosa, se sellé la camara e

inmediatamente se procedio a realizar el muestreo.

Sistema enzimatico POC

Para el sistema enzimatico POC las concentraciones finales utilizadas fueron 3 U/ml de piranosa
oxidasa y 24 mM de glucosa, la cdmara fue sellada y se dejo incubar 30 minutos a temperatura

ambiente antes de comenzar el muestreo.

Sistema MEA/MB

Para el sistema no enzimatico una concentracion de 5 mM de MB fue agregado a un tubo falcén
con agua de mar artificial junto con 50 uM de 2-mercaptoetilamina, se protegié de la luz y se
dejé incubar durante 30 minutos a 162C, posteriormente el buffer tratado fue agregado a las

camaras, sellado y se procedid a realizar el muestreo.

Microscopia confocal

Para estudiar el efecto de los sistemas reductores de oxigeno sobre la vida media del
fotoblanqueo de Cy5-G-speract se utilizd microscopia confocal de disco giratorio modelo

Mariana (Intelligent Imaging Innovations). Para la excitacion de la muestra se utilizé un laser con
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longitud de onda 640 nm con un objetivo de inmersion en aceite 100x y una apertura numeérica
de 1.4. Durante la adquisicion de las imagenes se utilizé una cdmara EMCCD Andor Ixon 897, el

tiempo de exposicién fue de 100 ms, con una intensificacion de 70, y un bin de 2 x 2.
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CAPITULO 5«RESULTADOS

5.1 RESPUESTA DEL ESPERMATOZOIDE A G-SPERACT
El aumento de calcio intracelular por la unién de speract a su receptor es una respuesta bien
caracterizada y altamente sensible (Wood et al 2003), por lo que para corroborar la si el péptido
analogo (G-speract) induce respuesta bioldgica en el espermatozoide de erizo de mar, se usd un
indicador de calcio fluorescente (Fluo4-AM), y se midid el cambio en la intensidad de la

fluorescencia en presencia de G-speract.

En la grafica 1 observamos emision de fluorescencia de la sonda fluo4-AM, incluso a
concentraciones pico-molares de G-speract. Esto indica que G-speract es capaz de inducir
respuesta del espermatozoide. De la misma manera al aumentar la concentracion de G-speract

aumenta la respuesta en el espermatozoide (grafica 2).

Respuesta del espermatozoide a G-speract
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Grafica 1. Respuesta del espermatozoide a G-speract. Se utilizaron concentraciones decrecientes de G-
speract desde nanomolar a picomolar, para cada experimento G-speract se agregd ente el segundo 45
a 49.
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Grdfica 2. Respuesta mdxima producida por el espermatozoide de erizo de mar al ser
expuesto a distintas concentraciones de G-speract.

5.2 SEPARACION Y AISLAMIENTO DE G-SPERACT POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA(HPLC)
El aislamiento del péptido marcado se realizé por medio de HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) de fase reversa en una columna C18 de 4.6 x 25 milimetros. Esto nos permite

separar moléculas con base en su hidrofobicidad.

En la Figura 10, observamos la cromatografia en fase reversa del péptido G-speract, el pico mayor
con tiempo de retencién de 31.549 min corresponde a G-speract. Una vez obtenido el pico se

llevd a espectrometria de masas para confirmar la presencia de G-speract.

24



0040
0.03
0030
2 002
Q
00 -
<
" e 3
00 5 =] i
D £\ il
= LR i o
0010 - 2 = 2 ~ 3 AN
a - ) ™ e
peff @ m wo D N
0.00: < & o 1 T Ak ; c
o < ANV
00 ./—-1" ‘,1—-—'
{
05 i
0.0054 1’|
|
0010 {
00154
000 200 400 600 800 1000 1200 14,00 16.00 1800 2000 2200 2400 2600 2500 3000 3200 3400 3500 3300 40.00 4200 4400 4500 4300 S000 5200 5400 5600 5800 60.0C

Mrutes

Figura 10. Cromatograma de G-speract. La flecha roja indica la fraccidon correspondiente a G-speract

5.3 SEPARACION Y AISLAMIENTO DE LOS PEPTIDOS MARCADOS POR CROMATOGRAFIA

LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA(HPLC).

Los péptidos marcados con Cy5 fueron aislados de otros componentes de la reaccion por medio

de HPLC, se muestran varias fracciones, sin embargo, solo las fracciones con el tiempo de

retencién mas largo (40.113, 41.344 y 43.923 minutos) fueron recolectados y analizados por

espectrometria de masas.
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Figura 11. Cromatograma de los compuestos presentes en la reaccion de etiquetado de G-speract con Cy5. Las flechas
rojas indica las fracciones que se recolectaron y se llevaron a espectrometria de masas.

5.4 IDENTIFICACION DE G-SPERACT MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS
La espectrometria de masas permite identificar compuestos con base en la relacion masa/carga
(m/z), por lo que las fracciones recolectadas, asi como el péptido puro (G-speract) fueron
analizados con esta técnica. En la figura 12 encontramos el espectro de masas correspondiente

a G-speract, el pico mayor se sefiala con la flecha roja y corresponde a la molécula ionizada sin

fragmentar.
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Figura 12. Espectro de masas obtenido mediante ionizacién por electrospray (ESI). Espectro de masas correspondiente
a G-speract. La flecha roja indica el peso de molecular. La masa esperada de G-speract es 1207.21 g/mol

5.5 IDENTIFICACION DE CY5-G-SPERACT MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS
En la figura 13 encontramos el espectro de masas correspondiente a la fraccién con tiempo de
retencion 40.464 min, la figura 14 (tiempo de retencién 41.550 min) corresponde al espectro de
masas de Cy-5-Gsperact donde existe la presencia de dos iones, mientras que la figura 15(tiempo
de retencion 43.923 min) representa el espectro de masas de Cy5-NHS éster. En todos los casos

el pico mayor esta sefialado con la flecha roja y corresponde a la molécula ionizada sin

fragmentar.
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Figura 13. Espectro de masas obtenido mediante ionizacién por electrospray (ESI). Espectro correspondiente al pico con
tiempo de retencion 40.113 min. La flecha roja indica la masa correspondiente a algun Cy5. La masa tedrica de Cy5 es
de 641.24 g/mol.
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Figura 14. Espectro de masas obtenido mediante ionizacion por electrospray (ESl). Espectro correspondiente al pico con tiempo
de retencion 41.550 min. Dentro de la muestra encontramos dos pesos principales que corresponden a Cy5-G-speract con
carga +1y a Cy5-G-speract con carga +2 (sefialados con una flecha roja). La masa tedrica de Cy5-Gsperact 1,848.45g/mol.
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5.6 CUANTIFICACION DE CY5-G-SPERACT
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Grafico 3. Precision de Nanodrop 2000 vs una concentracion de referencia (n = 5) Los valores
de concentracion son expresados en microgramos por mL.

Para corroborar la reproducibilidad y precisién del equipo al determinar la concentracion del
péptido marcado, medimos varias concentraciones conocidas de speract (desde 5-200 ug/mL),
y realizamos una curva de reproducibilidad del sistema mostrado en la grafica 3, las
concentraciones del estandar conocido y las mediciones hechas por el Nanodrop 2000 son

mostradas en la Tabla 1.

Cy5-Gsperact ug/mL Cy5-Gsperact ug/mL G-speract ug/mL
0.153 0177 9.49
G-speract 0.131 0.153 8.237
0.14 0.128 11.114
Promedio 0.14 0.15 9.61

Tabla 1. Concentraciones de speract determinadas en el Nanodrop 2000 en mg/mL. Se utilizé una longitud de onda
UV que corresponde a la absorbancia del enlace peptidico a 205 nm, sin embargo, solo reportamos la concentracion.

5 ug/mL 10 ug/mL 15 ug/mL 50 ug/mL 100 ug/mL 200 ug/mL
0.053 0.103 0.146 0.439 1.18 3.068
Speract 0.045 0.089 0.135 0.479 1.117 3.297
0.047 0.07 0.162 0.368 0.918
0.044 0.127 0.528 1.103
Desv.STD 4.03E-03 1.66E-02 1.52E-02 6.76E-02 1.13E-01 1.62E-01

Tabla 2. Concentraciones de Cy5-G-speract y G-speract determinadas en el Nanodrop 2000 en mg/mlL. Se
utilizaron distintas concentraciones de speract y se midieron varias réplicas de cada una. Longitud de onda
utilizada: 205 nm.

En la Tabla 2 se muestran las concentraciones de Cy5-G-speract obtenidas, se obtuvieron
aproximadamente 45 ug de péptido marcado en un volumen de 300 ul para una concentracion

final de 0.15 ug/ml de speract marcado.
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5.7 CY5-G-SPERACT ES ESPECIFICO PARA SU RECEPTOR
Para confirmar la especificidad del péptido marcado hacia los receptores, pretratamos los
espermatozoides con concentraciones saturantes de speract sin marcar, después se agregé Cy5-
G-speract y se llevd a microscopio se excité con la linea de laser de 640 nm y se recolecto la

emision de Cy5 a 666 nm .

La figura 16 demuestra que cuando se bloguean los receptores con pretratamiento con el
péptido nativo, Cy5-G-speract no se une a ninguna estructura del flagelo y por lo tanto no

muestra fluorescencia.

8249 8152

1310 1291

Figura 10. Especificidad de Cy5-G-speract por su receptor. a) Cy5-G-speract/sin competidor b) Cy5-G-speract/con
competidor, se incubaron los receptores con 100nm de speract, después se agregd Cy5- G-speract y se excito con luz
roja, ¢) Cy5-G-speract/con competidor campo claro.

5.8 CY5-G-SPERACT SUFRE UN FOTOBLANQUEO RAPIDO.
Al llevar los espermatozoides marcados con Cy5-G-speract al microscopio TIRF (figura 17)
observamos que el fluoréforo se fotoblanqueaba en menos de 100 imagenes (figura 17), lo cual
no permitia recolectar suficiente informacion para realizar una buena reconstruccion de la

estructura de interés.
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Decaimiento de la fluorescencia de Cy5-G-speract
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Figura 17. a) Espermatozoide de erizo de mar de L. pictus marcado con Cy5-G-speract.
Microscopia TIRF, objetivo 100x, a la izquierda vemos la curva del decaimiento de la
intensidad de fluorescencia en espermatozoides de L. pictus. Las curvas fueron
obtenidas delimitando la regién de interés (flagelo) y graficando el resultado para una
secuencia de imagenes en funcién del tiempo de adquisicién.

5.9 AUMENTO DE LA FOTOESTABILIDAD DE CY5-G-SPERACT USANDO SISTEMAS
REDUCTORES DE OXIGENO.

Se ha demostrado que reducir el oxigeno en el medio de montaje puede aumentar la vida media
del fotoblanqueo en algunos fluoréforos, con la finalidad de aumentar la fotoestabilidad de Cy5-

G-speract se probaron distintos sistemas reductores de oxigeno.

33



Intensidad

0 T T T T T T T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Tiempo(s)

Grafica 4. Curvas del decaimiento de la intensidad de fluorescencia en distintos medios en
espermatozoides de L. pictus. Las curvas fueron obtenidas delimitando la region de interés
(flagelo) y graficando el resultado para una secuencia de imagenes en funcion del tiempo de
adquisicion.

Efecto de distintos sistemas reductores de oxigeno sobre
la vida media fluorescente

Tiempo de vida del fotoblanqueo

SWA MEA MEA+MB

Grafica 5. Comparacion de las tasas del fotoblanqueo en distintas condiciones en
espermatozoides L. pictus. La vida media fluorescente de los sistemas enzimaticos GLOX y POC
no se incluye debido a que no siguen decaimientos exponenciales. Las barras de error
representan el error estandar.
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AMA AMA+MEA AMA+MEA/MB GLOX POC

T(8s) 651206 142+13 119+ 058 >300 >300

N 15 20 92 14 15

Tabla 3. Vida media del fotoblanqueo de los péptidos marcados con Cy5 en diferentes condiciones experimentales
en espermatozoides del erizo de mar L.pictus. AMA(Agua de mar artificial).

En ambas especies el efecto del fotoblanqueo se reduce al maximo cuando se utiliza GOCy POC
en los cuales la fluorescencia se mantiene esencialmente estable durante todo el tiempo de
muestreo, el sistema MEA/MB o MEA también aumentan la fotoestabilidad del péptido, pero es

menos efectivo que los sistemas enzimaticos (grafica 5).

Estos mismos experimentos fueron repetidos nuevamente en otra especie de erizo de mar S.

purpuratus, para corroborar el efecto de los sistemas reductores de oxigeno sobre la tasa de

fotoblanqueo.

Decaimiento de la fluorescenda en distintas condiciones
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Gréfica 6. Curvas del decaimiento de la intensidad de fluorescencia en distintos medios en espermatozoides de S.
purpuratus. Las curvas fueron obtenidas delimitando la regién de interés (flagelo) y graficando el resultado para
una secuencia de imagenes en funcion del tiempo de adquisicion.
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Efecto de distintos sistemas reductores de oxigeno sobre
la vida media fluorescente
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Gréfica 7. Comparacion de las tasas del fotoblanqueo en distintas condiciones en espermatozoides de
S. purpuratus. La vida media fluorescente de los sistemas enzimaticos GLOX y POC no se incluye debido
a que no siguen decaimientos exponenciales. Las barras de error representan el error estdndar.

AMA AMA+MEA AMA+MEAMB GLOX POC
7(s) 204157 80.1+£211 7761166 =300 >300
N 71 40 52 10 10

Tabla 4. Vida media del fotoblanqueo de los péptidos marcados con Cy5 en diferentes condiciones experimentales
en espermatozoides del erizo de mar S. purpuratus.

Los resultados reflejan nuevamente que los sistemas enzimaticos son los mejores, sin embargo,
en cuanto a los sistemas quimicos (grafica 6), el efecto sobre las tasas de fotoblanqueo es mucho

mayor en espermatozoides de erizo de mar S. purpuratus (grafica 7).
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CAPITULO 6¢DISCUSION DE RESULTADOS

El péptido andlogo presento un tiempo de retencién de 31.5 minutos (Figura 10), por medio de
espectrometria de masas corroboramos que la fraccion correspondia a G-speract por la
coincidencia en el peso molecular tedrico 1207.21 g/mol (Figura 12). En la Figura 11 se muestran
los resultados de la reaccion de marcaje de G-speract con Cy5 al ser separada por HPLC, los picos
eluidos durante los primeros 15 minutos deben corresponder al buffer, donde se preparé la

reaccion ya que al ser mas polares aparecen antes.

Por otro lado, existe una ausencia de pico con tiempo de retencién 31.5 min lo cual es un fuerte
indicador de que la mayoria del G-speract se consumié durante la reaccion con Cy5-NHS ester.
Solamente se analizaron por espectrometria de masas las fracciones con tiempos de retencién
mas altos ya que se esperaba encontrar ahi al péptido marcado, debido a que la adicion de Cy5

al péptido lo hace mas hidrofdbico.

Los resultados muestran que la fraccion de 40.1 min presenta dos especies principales una con
peso molecular 683.25 g/mol y otra con peso molecular de 656.25 g/mol, las cuales podrian
corresponder a productos de alguna reaccién intermedia, ya que no coinciden con el peso

molecular tedrico de Cy5 (641.24 g/mol).

La fraccion de 43.9 min coincide con el peso molecular tedrico de Cy5-NHS éster (C37 H43 N3
010 S2 ) de 753.88 g/mol (Figura 15), la segunda fraccion con tiempo de retencion de 41.3 min
es la que coincide con el que el peso molecular tedrico del péptido marcado con Cy5 (1844.8
g/mol, Figura 16). Esta fraccion fue sometida a evaporizacion para obtener polvo del péptido
marcado, que después se resuspendio en 300 pL de agua miliQ, para obtener una concentracion

final de 0.15 pg/mL.

Al probar los Cy5-G-speract en los espermatozoides observamos que existia marcaje en la
cabeza, esto podria deberse al dafio o ruptura de la membrana en la cabeza del espermatozoide
o uniodn inespecifica. Esta Ultima hipdétesis se descartd mediante el bloqueo de los receptores con
speract Figural6, donde después de agregar Cy5-G-speract e irradiar los espermatozoides con

pulsos de luz roja no se observo fluorescencia.
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Los experimentos de super resolucidon exigen un alta fotoestabilidad del fluoréforo, sin embargo,
al probar el péptido marcado se observé una alta tasa de fotoblanqueo. Una forma de disminuir
las tasas de fotoblanqueo es reduciendo el oxigeno del medido de montaje, utilizando
compuestos quimicos o enzimas. Los resultados obtenidos mostraron que el tiempo de emision
del fluoréforo antes del fotoblanqueo mejora al reducir el oxigeno en el medio de montaje, el

efecto mads drastico se observa en el uso de sistemas enzimaticos como POC y GOC.

El hecho de que la reduccidon de oxigeno del medio aumente la vida media del fotoblanqueo
implica que el fotoblanqueo de Cy5-G-speract en su mayoria es debido a fotooxidacion por
especies reactivas de oxigeno, las cuales se forman por la interaccion del oxigeno molecular

presente en el agua de mar artificial con los estados triplete de Cy5.

A pesar de que Cy5 es conocido por ser poco propenso a entrar en estados triplete también se
sabe que la viscosidad, solubilidad de oxigeno y la polaridad del disolvente pueden modificar las
tasas de transicion a su estado triplete (Widengren & Schwille, 2000) , en nuestros experimentos
podemos intuir que la vida media del fotoblanqueo de Cy-5-Gsperact se ve afectada por la
entrada al estados triplete lo cual debe estar relacionado con el disolvente donde se encuentra

Cy5, el cual es agua de mar artificial que es una mezcla de sales y minerales.

El sistema MEA Y MEA/MB tiene un efecto mucho menor sobre las tasas de fotoblanqueo

respecto al efecto producido por los sistemas enzimaticos, que puede explicarse por dos razones:

1. La eficiencia de las enzimas para eliminar el oxigeno del medio es mejor que el del sistema

redox formado por MEA/MB.

2.MEA(B-mercaptoetilamina) interacciona con la cadena de poliemetina, y forma un

compuesto no fluorescente de Cy5.

En el disefio experimental actual, donde se utiliza MEA o MEA/MB, no podemos diferenciar si
ese limitado efecto sobre la vida media del fotoblanqueo es debido a fotooxidacién o entrada a
un estado no emisor, producto de la unién covalente de B-mercaptoetilamina-Cy5, esta

conjetura puede descartarse si realizdramos experimentos con iluminacién simultanea a una
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longitud de onda de 640 nm y otro a 405 nm, ésto para romper la union B-mercaptoetilamina-

Cy5 que induce a los estados no fluorescentes.

Por otro lado el sistema reductor MEA/MB parece comportarse diferente en las dos especies,
con un efecto mayor en S.purpuratus, una explicacién a esta diferencia puede deberse a que
cuando se realizaron los experimentos en L.pictus el microscopio utilizado recibio
mantenimiento que pudo mejorar la eficiencia de transmisién de luz del Iaser, alternativamente
existe la posibilidad de que estas diferencias en la vida media del fotoblanqueo estén

relacionadas con el nimero de receptores de cada especie.

Se sabe que L. pictus posee al menos 3 veces mas receptores para speract que S. purpuratus, por
lo que hay mas Cy5-G-speract unido al flagelo al excitarlos pueden producir mayor concentracion
localizada de ROS. Se tendrian que realizar nuevamente experimentos en S. purpuratus, sin

embargo, solo la mitad del afio tenemos acceso a la especie.

Desafortunadamente no se pudieron realizar experimentos de stper resolucion debido a que, a
pesar de que el erizo de mar es una especie relativamente facil de manejar, son sensibles a
cambios en la salinidad, pH y temperatura, las condiciones dentro de los acuarios, asi como el
transporte desde los arrecifes no fueron las dptimas, y varios lotes de erizos de mar se perdieron

durante el semestre impidiendo terminar la Ultima fase de los experimentos.
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CAPITULO 7¢«CONCLUSIONES

e G-speract demostré inducir actividad bioldgica en los espermatozoides de erizo de mar incluso
a concentraciones picomolares, a diferencia del péptido nativo que induce respuesta bioldgica

en concentraciones nanomolares.

* En AMA Cy5-Gsperact muestra altas tazas de fotoblanqueo, que pueden reducirse cuando se
disminuye la concentracion de oxigeno en el medio de montaje. Siendo los sistemas enzimaticos
los mejores ya que mantienen la fluorescencia esencialmente estable durante todo el tiempo de

muestreo.
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CAPITULO 8«PERSPECTIVAS

El objetivo principal del proyecto era realizar microscopia de super resolucién, aunque no fue
posible durante este lapso, no se descarta posibilidad de continuar con el proyecto ademas de
que las condiciones experimentales parecen estar estandarizadas para el sistema de estudio. Es
necesario realizar experimentos que nos permitan saber si la diferencia en el efectos de MEA/MB
sobre la tasa de fotoblanqueo en ambas especies es debido a caracteristicas relacionadas con el

numero de receptores del espermatozoide.

Asi como estudiar los estados triplete de Cy5-G-speract en agua de mar para corroborar los
resultados obtenidos e identificar la razon por la cual el sistema redox formado por MEA/MB,
tiene un efecto menor sobre las tasas de fotoblanqueo. Finalmente podria ser de interés
demostrar si la ausencia del apagamiento de la fluorescencia en el péptido analogo es debido al
uso de un espaciador o si se debe a la eleccion del fluoréforo y cual puede ser el nimero minimo

de aminodcidos que funcionen como espaciador para evitar el apagamiento de la fluorescencia.
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