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Evaluacion del potencial de membrana mitocondrial
en espermatozoides humanos capacitados

Mitochondrial membrane potential evaluation
in capacitated human sperm

Luisa F. Ospina-Medina MSc', Walter D. Cardona-Maya PhD?

Introduccion: los espermatozoides humanos durante su viaje por el tracto reproductivo sufren el pro-
ceso de capacitacién espermdtica, evento indispensable para la fecundacién y que se ha relacionado
con cambios en el potencial de membrana mitocondrial. Objetivos: evaluar el efecto de la capaci-
tacién espermdtica sobre el potencial de membrana mitocondrial en espermatozoides humanos.
Materiales y métodos: se realizé un estudio in vitro en el cual se seleccionaron los espermatozoides
puros de nueve voluntarios, los cuales se sometieron a condiciones capacitantes durante seis horas.
Posteriormente, se evalué el efecto de la capacitacion sobre el estado del potencial de membrana
mitocondrial usando el colorante DIOC,(3) por citometria de flujo. Resultados: de las nueve muestras
seminales evaluadas cinco presentaron mayor intensidad media de fluorescencia en el potencial
de membrana mitocondrial poscapacitacion. Todas las muestras seminales mostraron parametros
normales y no presentaron cambios en la movilidad y la viabilidad espermdatica durante la seleccién
y la capacitacién espermdtica in vitro. Conclusiones: las modificaciones en el potencial de membrana
mitocondrial en respuesta al proceso de capacitacién demuestra que existen diferentes poblaciones
espermaticas en el eyaculado humano; entender cudl esta relacionada con el proceso reproductivo
exitoso permitira aumentar la probabilidad de embarazos.

Palabras clave: espermatozoides, fertilidad, capacitacién espermatica, mitocondrias, movilidad es-
permdtica.

Introduction: Human spermatozoa during their journey through the reproductive tract undergo the
capacitation process, an essential event for the fertilization and which has been related with chan-
ges in membrane mitochondrial potential. Objective: To evaluate the effect of capacitation process
on mitochondrial membrane potential in human sperm. Materials and methods: An in vitro study
in which pure sperm from nine semen samples were incubated in capacitated conditions for six
hours. Subsequently, the capacitation effect on the state of mitochondrial membrane potential using
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DiOC,(3) dye through flow cytometry were evaluated. Results: Nine semen samples were evaluated;
five had higher mean fluorescence intensity in the mitochondrial membrane potential post capaci-
tation. All semen samples had normal seminal parameters and none of them showed changes in
motility and sperm viability during recovery and in vitro capacitation. Conclusions: Changes in the
mitochondrial membrane potential in response to the capacitation process shows that there are
different sperm populations in the human ejaculated; understand which are related to the successful
reproductive process will increase the likelihood of pregnancy.

Keywords: Spermatozoa, fertility, sperm capacitacion, mitochondria, sperm motility.
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a reproduccion humana involucra la interaccion de un espermatozoide con un oocito; no
Lobstante, generalmente los problemas reproductivos estan asociados a las mujeres por su
obvia relacion con el embarazo, cuando el 50% de los problemas en las parejas en edad re-
productiva son por causa masculina [ 1,2]. El espermograma es, hasta la fecha, la Gnica y mejor
herramienta para evaluar el potencial fértil del hombre [3,4], aunque en los Gltimos afhos se
han postulado las pruebas funcionales como una herramienta importante en la valoracion del
factor masculino [5-9].

Durante su viaje por el tracto reproductivo femenino en busca del oocito, los espermatozoides
sufren el proceso de capacitacion espermatica, un conjunto de modificaciones fisiologicas y
bioguimicas que involucran la remocion de colesterol, la fosforilacion de residuos de tirosina
en distintas proteinas, el incremento del pH intracelular y del calcio citoplasmatico, preparando
la célula para la reaccion acrosomal [10,1 1. En algunas especies se ha logrado establecer que
el proceso de capacitacion esta asociado con la hiperpolarizacion de la membrana plasmatica,
es decir, con el incremento de las cargas negativas al interior de la célula, al ser comparadas
con el ambiente extracelular [12] y que en los espermatozoides capacitados el potencial de
membrana plasmatica se encuentra entre -38 y -55 milivoltios (mV) en mlridos y entre -33 y
-66 mV en bovinos (citado en [13]). Recientemente, Lopez-Gonzélez y colaboradores (2014)
[14] demostraron un mayor nimero de espermatozoides capacitados con hiperpolarizacion de
su membrana plasmética respecto a los no capacitados.

Ademas, la capacitacion espermatica esté relacionada con cambios en el potencial de membra-
na mitocondrial (AW ), un flujo de protones desde la membrana interna de la mitocondria que
es aprovechado por la enzima ATP sintasa para la generacion de ATP a partir de la fosforilacion
del ADP [I5]. En roedores, las mitocondrias espermaticas se polarizan luego de la maduracion
de las células en el epididimo y, en humanos, el proceso de capacitacion se ha asociado con un
cambio notable en el volumen mitocondrial, lo que sugiere que la activacion o hiperpolarizacion
de las mitocondrias es crucial para el proceso de fecundacion [15], ademas, se ha determinado
que las subpoblaciones de espermatozoides que cuentan con un potencial de membrana mi-
tocondrial alto tienen mayor potencial fecundante [16]. El objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de la capacitacion espermética en espermatozoides humanos sobre el potencial de
membrana mitocondrial.
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Materiales y metodos

Obtencion de los espermatozoides moviles

Se obtuvieron espermatozoides moviles de nueve muestras de semen provenientes de vo-
luntarios normozoospérmicos aparentemente sanos, de la ciudad de Medellin, Colombia,
después de una abstinencia sexual de tres a cinco dfas. Una vez las muestras de semen com-
pletaron el periodo de licuefaccion (aproximadamente una hora poseyaculacion) se realizd
un gradiente de densidad empleando el estuche comercial PureSperm® (Nidacon Internatio-
nal AB, Mdlindal, Suecia) para obtener los espermatozoides puros y moviles. Brevemente, a
un tubo cénico de |5 mL se adicionaron 300 plL de la fase mas densa (PureSperm® 80), 300
uL de la fase menos densa (PureSperm® 40) y 500 pL a 800 pL de semen, y se centrifugd
durante 20 minutos a 1.500 rpm. Posteriormente, se retird el sobrenadante y el boton de
espermatozoides mbviles fue resuspendido en | mL de medio HAM-F12 (GIBCO®, Grand
Island, Nueva York, Estados Unidos) y se cuantifico la concentracion espermatica empleando
la cdmara de Makler [17].

Incubacion de los espermatozoides
en condiciones de capacitacion

Diez millones de espermatozoides fueron incubados a 37 °C, 5% de CO, durante seis horas
en condiciones capacitantes (HAM-FI2 suplementado con albUmina sérica bovina, 10 mg/
mL) y no capacitantes (en ausencia de albimina sérica bovina). La movilidad y la viabilidad
espermatica fueron evaluadas en las muestras de semen al inicio, al realizar la seleccion de los
espermatozoides y después de la capacitacion, siguiendo los lineamientos establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud [18-20].

Determinacion del potencial de membrana mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial de los espermatozoides se determiné en el citbmetro
de flujo Coulter Epics XL (Beckman Coulter Inc., Brea, Califoria, Estados Unidos). Para esto
se incubaron, previamente, 2x10¢ de espermatozoides con el colorante yoduro de 3,3'-dihexi-
loxacarbocianina (DiIOC,(3), 10 nM; Molecular Probes Inc.,, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos), un colorante lipofilico permeable a la célula que se une a las mitocondrias de las célu-
las vivas, y el colorante vital yoduro de propidio (P, 12 uM, Molecular Probes Inc.) en 300 pL
de PBS (GIBCO®) durante 20 minutos [21].

Analisis de las citometrias de flujo y analisis estadistico

Los andlisis de las citometrias de flujo fueron realizados en el software Flowjo 7.6.2 (Tree
Star Inc., Ashland, Oregdn, Estados Unidos). Inicialmente, se realizd la exclusion de agregados
mediante la seleccion de la poblacion celular de interés después de realizar el contraste entre
el tamafo y la granularidad. Posteriormente, en la poblacion de interés seleccionada se contra-
rrestaron las células positivas para DiIOC,(3) en relacion con las negativas para el yoduro de
propidio (véase figura ).
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Figura |. Esquema representativo de la seleccion de la poblacion de interés para el andlisis del potencial de membrana
mitocondrial en espermatozoides humanos. A. Seleccion de la poblacion celular mediante contraste de tamafio y
granularidad. B. Contraste entre las células positivas para yoduro de propidio (Pl) y DIOC,(3). Q= células muertas,
positivas para Pl y negativas para DIOC,(3); Q2= células muertas, positivas para Pl y DIOC,(3); Q3=células vivas,
negativas para Pl y positivas para DIOC,(3); y, Q4=células vivas, negativas para Pl'y que no incorporaron DiOC (3).

Analisis estadistico

Los valores fueron contrastados mediante una prueba de t-student con el fin de establecer la
diferencia entre las poblaciones de espermatozoides capacitados y no capacitados. Estas de-
terminaciones se realizaron utilizando el programa estadistico GraphPad Prism 5.0® (GraphPad
Software, Inc,, La Jolla, California, Estados Unidos).

Resultados

Informacion demografica y caracteristicas

seminales de los donantes

Las muestras de semen fueron donadas por nueve voluntarios aparentemente sanos de la ciu-
dad de Medellin, Colombia, entre los 18 y los 28 afos de edad (24+2,6 ahos), después de tres
a cinco dias de abstinencia sexual. Todas las muestras seminales fueron normozoospérmicas de

acuerdo a los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud: volumen (4,6+2,8 mL), movili-
dad (68£7%), viabilidad (77£6%) y concentracion (76,5+35,8 millones/mL).

Movilidad y viabilidad antes, durante
y después de la capacitacion espermatica
Como era de esperar, en todas las muestras seminales usadas, con los parametros seminales

normales (normozoospérmicas), la movilidad v la viabilidad no se vieron afectadas por la recu-
peracion o la capacitacion espermatica in vitro (p>0,05; véase figura 2).

Potencial de membrana mitocondrial en
espermatozoides capacitados y no capacitados
Al comparar la intensidad media de fluorescencia para el DIOC,(3) de las poblaciones de espermato-

zoides capacitados y no capacitados se observé que en cinco de los nueve individuos los espermato-
zoides capacitados presentaron mayores niveles en su potencial de membrana mitocondnial, mientras
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que en los cuatro restantes la capacitacion e
indujo un menor potencial de membrana | o _I_
mitocondnial (véase figura 3 y tabla I).
i)
Como se observa en la tabla |, el rango =
del porcentaje de células con alto poten- “
cial de membrana mitocondrial fue similar o
en el primer grupo de datos (5/9 mues-

T T T T T

tras), encontrando en espermatozoides o - S I
capacitados entre 66% y 85%, y en los no j f Jj !y f f
capacitados entre 50% vy 86% (p>0,05);

no obstante, se encontrd diferencia ctal Grademe FesCapacine o
(p<0,05) en los valores de intensidad me- Figura 2. Media del porcentaje de viabilidad y movilidad esper-
dia de fluorescencia entre las poblaciones méatica de las muestras seminales de los donantes en funcion
de espermatozoides capacitados y los no ~ del tiempo (n=9).

capacitados, con rangos entre |67 a 470y

125 a 370 unidades, respectivamente.

Numero de células
Numero de células

Intensidad media de fluorescencia

Figura 3. Esquemas representativos de la comparacion del potencial de membrana mitocondrial entre las poblaciones
de espermatozoides capacitados (azul) y no capacitados (rojos). En cinco de nueve analisis se observd que la capaci-
tacion estd asociada con un mayor potencial de membrana mitocondrial (A) y en cuatro de nueve analisis con menor
potencial de membrana mitocondrial (B).

De forma similar, en el segundo grupo de datos (4/9 muestras), el rango de porcentaje de
células con alto potencial de membrana mitocondrial en los espermatozoides capacitados se
encontrd entre 47% y 85% y en los no capacitados entre 41% y 91% (p>0,05), con un rango
de intensidades medias de fluorescencia entre 81 y 273 unidades para los primeros y entre 192
a 383 para los segundos (p>0,05).

Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que no existen diferencias en los porcentajes
de espermatozoides con potencial de membrana mitocondrial alto entre las células capacitadas
y las no capacitadas; sin embargo, existe una diferencia significativa en las intensidades medias
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Grupo |: espermatozoides capacitados con mayor Grupo 2: espermatozoides capacitados con menor
potencial de membrana mitocondrial (n=5) potencial de membrana mitocondrial (n=4)
Células con Intensidad Células con Intensidad
» . alto potencial media de v Iy alto potencial media de
Individuo ~ Condicion _ Individuo  Condicion )
de membrana fluorescencia demembrana  fluorescencia
mitocondrial (%)  DIOC,(3) mitocondrial (%)  DIOC,(3)
Capacitados 66,6 167 Capacitados 53,1 81,3
No No
capacitados >0.7 125 capacitados 416 192
2 Capacitados 85,4 310 2 Capacitados 4722 273
No 769 126 No 504 383
capacitados capacitados
3 Capacitados 748 429 3 Capacitados 79,7 247
No 669 370 No 744 331
capacitados capacitados
4 Capacitados 81,9 399 4 Capacitados 85,2 216
No No
capacitados o Zee capacitados 91,2 2
5 Capacitados 79,5 470
No
capacitados 76 321

de fluorescencia del DIOC (3) en los espermatozoides capacitados respecto a los no capacita-
dos en las muestras de los donantes voluntarios estudiados. En el grupo | los espermatozoides
capacitados incorporaron mas colorante en sus mitocondrias y, por lo tanto, reflejaron un
mayor potencial de membrana mitocondrial respecto a los espermatozoides no capacitados,
lo que indica que en estos espermatozoides la capacitacion tuvo una mayor actividad mitocon-
drial; contrario a lo encontrado en los espermatozoides del grupo 2.

De manera similar, en el estudio realizado por Lopez-Gonzélez y colaboradores (2014) [14] se
presentaron diferencias en el rango de intensidad de fluorescencia del yoduro de 3,3'-dipropil-
tiadicarbocianina (DiSC,(5)), un marcador del potencial de membrana plasmatica, lo que sugie-
re una gran heterogeneidad entre el anélisis de los espermatozoides de los diversos individuos.
No obstante, se observd que en los espermatozoides capacitados el rango superior de los
valores de intensidad de fluorescencia fue mayor que el mismo rango en los espermatozoides
no capacitados, que sugiere la hiperpolarizacion del potencial de la membrana plasmética en los
espermatozoides capacitados, tal como sucedio en el grupo | de este estudio con el potencial
de membrana mitocondrial.

En el grupo 2 de espermatozoides se observod una mayor intensidad media de fluorescencia
del DIOC,(3) en los espermatozoides no capacitados, lo que sugiere un mayor potencial de
membrana mitocondrial en las células precapacitadas. Este hallazgo permitina postular que el
espermatozoide posiblemente necesita desencadenar otras vias celulares por definir para acti-
varse en el tracto reproductivo femenino y encontrar el oocito para la fecundacion.
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Conclusiones

El presente estudio permitid evidenciar que existen diferentes poblaciones espermaticas en el
eyaculado que ademés varian entre los individuos con respuestas diferenciales al proceso de
capacitacion. Por tal razon, es necesario realizar mas estudios que permitan entender el meca-
nismo fisiologico del proceso de capacitacion y su relacion con la actividad mitocondrial en los
espermatozoides, y qué papel desempehan las diversas poblaciones esperméticas con diferente
potencial de membrana mitocondrial en la infertilidad de origen masculino, de manera que se
pueda impactar sobre la probabilidad de embarazos.
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