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RESUMEN

La fecundacién es un evento fundamental en la generacion de un nuevo individuo
implicando la participaciébn de dos células altamente diferenciadas: el o6vulo y el
espermatozoide. Los canales ionicos son un instrumento de dialogo entre el
espermatozoide, su medio ambiente y el 6vulo. En particular, el Ca®* es un segundo
mensajero que participa en la regulacion de varios procesos fisiologicos del
espermatozoide, tales como la movilidad, la capacitacién y la reaccion acrosomal. La
entrada de Ca** a la célula puede producirse a través de canales de Ca** como son los
canales de Ca?' dependientes de voltaje (Cay), canales de Ca®* activados por el
vaciamiento de pozas internas y/o segundos mensajeros (SOCs, TRPs), entre otros.
Aunque la caracterizacion electrofisiolégica de las corrientes de Ca® en el
espermatozoide es dificil, estudios funcionales revelaron la presencia de corrientes de
Ca® de bajo umbral de activacion (Tipo T) en células espermatogénicas de raton. Sin
embargo, poco se sabe de la identidad molecular de las proteinas responsables de esa
corriente. En este trabajo, se identificd po'r primera vez a nivel de proteina la presencia de
varias subunidades de los canales Cay (Cay1.2, Cay2.3, Cay3.1, Cay3.2 y Cay3.3) y de
los canales tipo TRP (TRPC1, 3, 4, 5 y 6) en el espermatozoide de humano. La
localizacion de los canales Cay y tipo TRPC en el flagelo sugieren su participacion en la
movilidad. El uso de antagonistas para los canales Cay y tipo TRPC nos sugieren que los
canales de Cay no participan significativamente en la movilidad activada e hiperactivada
del espermatozoide de humano,' mientras que los canales tipo TRPC contribuyen en la
movilidad activada de manera parcial sin participar notablemente en la movilidad

hiperactivada del espermatozoide de humano.




ABSTRACT

Fertilization is the process of combining the male gamete, or “sperm”, with the
female gamete, or “egg”; the resulting zygote develops into a new individual. This process
requires fully mature and competent male and female gametes, and the appropriate
communication between them. lon channels are instrumental in the dialogue between
sperm, its environment, and the egg. In particular, numerous sperm functions including
motility, capacitation and the acrosome reaction are associated with Ca?* influx through
voltage-gated (Cay) channels. In addition, capacitative Ca?* entry is a process whereby the
activation of Ca** influx through the plasma membrane is triggered by depletion of
intracellular Ca®* stores. Some transient receptor potential (TRPC) proteins have been
proposed as candidates for being considerate capacitative Ca** channels. Although the
electrophysiological characterization of Ca®* currents in mature sperm has proven difficult,
functional studies have revealed the presence of low-threshold (Cay3) channels in mouse
spermatogenic cells. Ho'wever, the molecular identity of these proteins remains undefined.
in this project, we identified by immunoconfocal microscopy the presence of three Cay3
and antibodies to HVA channels detected Cay1.3 and Cay2.3 and the presence of TRPC1,
3, 4, 5 and 6 differentially localized in the human sperm. Because all of them were
detected in the flagellum, Cay and TRPC channel antagonists were tested in sperm motility
using a computer-assisted assay. Our results provide evidence that TRPC channels may
influence human sperm motility, whereas Cay channels did not significantly influence

human sperm motility.



LINTRODUCCION

La reproducciéon sexual involucra la recombinacion del genoma de dos individuos
de fa misma especie para producir otro con caracteristicas genéticas similares a sus
progenitores. Para que la fecundacioén se lleve a cabo deben participar los dos gametos, el
masculino o espermatozoide y el femenino u dvulo. En los mamiferos, esta interaccién
comprende una serie de eventos secuenciales, que comienza en el tracto reproductor
femenino con la unién def espermatozoide a la capa extracelular det 6vulo, llamada zona
pelucida (ZP), y termina con la fusion de las membranas plasmaticas del espermatozoide
y del évulo para dar origen al cigoto (Wassarman, 1999). El espermatozoide para
encontrar al 6vulo tiene que desplazarse dentro del tracto.genital femenino y esta
admirablemente seleccionado para esta funcién. Para que el espermatozoide de
mamiferos sea capaz de fecundar al 6vulo debe llevar a cabo tres eventos basicos: la

movilidad, la capacitacién y la reaccién acrosomal (RA)(Wassarman, 1999).

1.1 MORFOLOGIA DEL ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide en los mamiferos estd formado por dos componentes
anatémicos principales, la cabeza y el flagelo, los cuales estdn unidos por la pieza de
conexion (Fig. 1A).

La cabeza esta formada por el acrosoma, el nucleo, el citoesqueleto y una pequena
cantidad de citop]asma (Fig. 2A). El niGcleo de! espermatozoide contiene cromatina
altamente condensada. El acrosoma se origina del aparato de Golgi en las espermatidas y
contiene las enzimas liticas necesarias para penetrar las diferentes capas del ovulo y
fecundarlo. Esta formado por la membrana acrosomal interna y externa y cubre al nicleo

en la parte anterior de la cabeza (Yanagimachi, 1994 )(Fig. 2A).




Por su parte, el flagelo es el responsable de proporcionarle movimiento al
espermatozoide y su longitud varia considerablemente entre las diferentes especies (50-

200 um). ElI movimiento del flagelo se genera por una estructura interna llamada axonema

(Fig. 1B). Esta estructura consiste de un par central de microtibulos rodeado de 9 pares
externos de microtabulos (Cosson, 1996) y tiene la funcién de impulsar el movimiento del
espermatozoide. Del 10 al 15% de la proteina global del axonema la constituye una
ATPasa, conocida como dineina. Esta proteina es la responsable de la produccion de la
energia mediante la hidrdlisis de ATP produciendo ADP y fosfato inorgénico, para
transformar la energia quimica en trabajo mecéanico que le permite al axonema mover al
flagelo. Adicionalmente, hay 9 espigas rédiales. cada una de las cuales se origina de los 9
pares de microtubulos y se proyectan hacia el par central de manera helicoidal (Fig. 1B).
Se ha postulado que son precisamente estas estructuras las que regulan la asimetria del
batimiento flagelar (Cosson, 1996).

El flagelo del espermatozoide de los mamiferos se divide en 4 partes o piezas
principales: de conexién, media, principal y terminal (Fig. 1A). La pieza de conexion es la
porcién del flagelo que se une a la fosa de implantacién del nicleo en la cabeza del
espermatozoide. La pieza media comienza en la pieza de conexidn y se caracteriza por la
presencia de 9 fibras densas externas (FDEs) que se localizan en la parte externa de los 9
pares de microtubulos, y por la presencia de una vaina de mitocondrias (VM) que cubre a
las FDEs y al axonema (Fig. 2A, B). La pieza media abarca la cuarta parte del total del.
flagelo hasta llegar al anilio (annulus), el cual marca el comienzo de ia pieza principal. En
este punto, la VM termina y las FDEs asociadas con los pares externos 3 y 8 del axonema
son reemplazados por 2 columnas longitudinales de las vainas fibrosas (VFs). La pieza

principal se caracteriza por la presencia de las VFs y de Unicamente 7 (en lugar de 9) de



las FDEs que cubren al axonema. Esta pieza abarca aproximadamente dos tercios de la
longitud del flagelo (Fig. 1A). Cerca de la region distal de la pieza principal, las VFs y las
FDEs se afilan y terminan donde comienza la pieza terminal (Fig. 1A), la cual es una
region pequena formada Unicamente por el axonema que se encuentra cubierto por la

membrana plasmatica (MP) (Turner, 2003).
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1.2 FISIOLOGIA DEL ESPERMATOZOIDE
A) Movilidad del espermatozoide

Los espermatozoides se producen en el testiculo y son transportados a la cabeza y
al cuerpo del epididiho y son almacenados en la cauda proximal de eéste. En los
mamiferos, la mayor parte de los espermatozoides en el testiculo no tienen movimiento y
solo unos cuantos muestran movimiento no progresivo, de baja frecuencia y con una
agitacion flagelar de amplitud reducida. Estas células adquieren la capacidad de nadar
durante su trayecto por el epididimo. En esta region, su movimiento es lento y al ser
liberados al liquido seminal su movilidad se activa (Fig. 3). Para asegurar este proceso, el
espermatozoide necesita madurar en el epididimo. Las bases moleculares de la
maduracion del espermatozoide en esta region aun se desconocen. Recientemente se
encontr6 que Bin 1b (un péptido antimicrobiano, miembro de la familia de las f
defensinas) se expresa en el epididimo de rata y participa en la adquisicion de la
movilidad de los espermatozoides durante el proceso de maduracién en el epididimo. Esta
induccion de la movilidad es mediada por la entrada de Ca®* inducida por Bin 1b (Zhou et
al., 2004). Una vez que los espermatozoides estan maduros se pueden liberar al exterior
(Fig. 3). En el humano, se depositan en la vagina, cerca del cérvix o cuello uterino y nadan
a través del moco cervical, atraviesan el tero, entran al oviducto y alcanzan la region del
ampula donde ocurre la fecundacion. El patrén de movimiento de los espermatozoides
durante su trayecto por el tracto reproductor femenino cambia en cada regién debido a la
composicion guimica del microambiente al que se enfrenta (Fig. 3).

En la mayoria de los mamiferos los espermatozoides muestran dos tipos de
movilidad: movilidad activada (Fig. 4A), la cual se observa en los espermatozoides recién

eyaculados; y la movilidad hiperactivada (Fig. 4B), que es la que presentan los

10



espermatozoides que se obtienen de! sitio de la fecundacion (Suarez et al., 1987; Suarez
y Ho, 2003; Turner, 2003). Los espermatozoides activados se caracterizan por tener un
movimiento vigoroso con una trayectoria casi recta (Fig. 4A). Cuando los espermatozoides
se hiperactivan, la curvatura del flagelo es mas pronunciada y su agitacion es menos
simétrica que cuando estan activados (Fig. 4B). Se considera a la hiperactivaciéon como un
proceso bifasico, ya que los espermatozoides experimentan patrones de nado entre el
estado activado y el estado hiperactivado (Ho y Suarez, 2001). La movilidad hiperactivada
se describid inicialmente en espermatozoides de hamster bajo condiciones de
capacitacién (Yanagimachi, 1994). A la fecha de las 15 especies de mamiferos estudiadas
todas presentan  hiperactivacion (hamster, cobayo, perro, ratéon, conejo, cabra,
murciélago, delfin, bovino, mono, caballo, puerco, rata, gato y humano) (Kay y Robertson,
1998). Aunque la hiperactivacion es un cambio funcional que ocurre durante la
capacitacion, las vias de senalizacidon de estos dos eventos no estan acopladas
completamente. Por ejemplo, en espermatozoides de hamster el bicarbonato es esencial
para la capacitacién y la hiperactivacién in vitro, pero la hiperactivacion requiere de una
concentracion mayor de la que necesita la capacitacion (Boatman y Robbins, 1991). Poco
se conoce acerca del mecanismo de regulacién de la hiperactivacién. Se sabe que el Ca®*
tiene un papel muy importante en la regulacion dev la movilidad hiperactivada
(Yanagimachi, 1994). La sefal que inicia la hiperactivacion en el oviducto aun no se ha
identificado; no obstante, el Ca®* es un elemento importante en la via de sefalizacion para
convertir la agitacion simétrica en una agitacion asimétrica que es la caracteristica
principal de la hiperactivacion, esto se ha observado en espermatozoides de toro sin
membrana, ya que la hiperactivacién aumenta al incrementar la concentracion de Cca®’

libre (50 a 500 nM) (Ho et al., 2002). En espermatozoides de hamster (Yanagimachi,
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1982) y de ratéon (White y Aitken, 1989) se requiere de Ca®'y K (Fraser, 1983) externos
para que ésta se lleve a cabo. Por su parte, el espermatozoide de humano presenta dos
tipos de movilidad hiperactivada: una fase de transicibn o movilidad hiperactivada
progresiva y un movimiento erratico o movilidad hiperactivada no progresiva. La movilidad
hiperactivada es critica en el proceso de fecundacion in vivo ya que le permite al
espermatozoide llegar al évulo a través del lumen del oviducto y penetrar el cumulus

oophorus (células de la granulosa) y la ZP del évulo.

B) Capacitacion y Reaccion Acrosomal

Para adquirir la capacidad de fecundar al 6vulo, los espermatozoides en los
mamiferos deben llevar a cabo un proceso de maduracién que ocurre en el tracto
reproductor femenino, llamado capacitacion. Durante este evento se produce una
disminucion de la rigidez de la MP asociada con la reduccién del contenido de colesterol,
rearreglos y/o modificaciones en el contenido de fosfolipidos y proteinas de la MP.
Ademas, el pHi y los niveles de Ca®* aumentan, asi como la permeabilidad a K™ y los
niveles de segundos mensajeros como AMPc¢, IP; y diacilglicerol (DAG) (Darszon et al.,
2005). Estos cambios en la fluidez de la MP pueden modular la entrada de Ca®* y HCOy
que produce la activacion de la adenilato ciclasa (AC) (Litvin et al., 2003) y cambios en los
niveles de AMPc (Visconti et al., 2002). Ademas de activar a ia AC, la entrada de HCOy
hiperpolariza la MP del espermatozoide de ratén de manera dependiente de la [Na'le
(Demarco et al., 2003) y también contribuye al aumento del pHi durante la capacitacion
(Zeng et al., 1996). La capacitacion se puede llevar a cabo in vitro, incubando los
espermatozoides en un medio definido que contenga al menos tres elementos claves:

Ca®, HCOj y albiimina sérica bovina (BSA) (Yanagimachi, 1994).
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La RA es un requisito fundamental que el espermatozoide debe llevar a cabo para
fecundar al 6vulo. Este proceso consiste en la exocitosis del acrosoma, liberando enzimas
liticas que le permitiran al espermatozoide penetrar las distintas capas del évulo, ademas
en la RA, se exponen nuevas proteinas de membrana en su superficie. El principal
mediador fisiolégico de la RA en mamiferos es la ZP (matriz extracelular del évulo). La ZP
esté constituida por 4 glicoproteinas (ZP1-ZP4) dependiendo de la especie (Wassarman,
2002; Dean, 2004). ZP3 es la glicoproteina responsable de inducir la RA (Bleil and
Wassarman, 1983; Lee et al., 1987). Se han propuesto varios candidatos como receptores
de la ZP3, entre ellos la B 1,4-galactosiltransferasa 1 (Shi et al., 2001) y recientemente
SED1, un homélogo de la p47 (proteina de secrecién) en ratéon (Ensslin y Shur, 2003).
Ademas de ZP3, existen otros ligandos que inducen la RA como: la progesterona (Osman
et al., 1989), el ionéforo de Ca®* A-23187, la p-aminofenil-a-D-manopiranocido bovina (D-
manosa-BSA), y-acido aminobutirico (GABA), glicina, EGF, ATP, acetilcolina (Darszon et

al., 2005).
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1.3 CANALES DE CALCIO
1.3.1 Canales de Ca** dependientes de voltaje (Cay)

El Ca®* es un requlador fundamental en la fisiologia del espermatozoide (Baldi et
al., 2000; Carlson et al., 2003). El aumento en la concentracién de Ca?" intracelular
([Ca®'];) puede ocurrir por la entrada de Ca®* a la célula a través de la MP o mediante su
liberacion de pozas internas (como el reticulo endo/sarcoplasmico en las células
somaticas). La entrada de Ca®* externo a la célula puede llevarse a cabo a través de
varios tipos de canales de Ca?* como son los canales de Ca®* dependientes de voltaje
(Cay), canales de Ca?* activados por el vaciamiento de pozas intemas y/o segundos
mensajeros (SOCs, TRPs), canales de Ca®" activados por nucleétidos ciclicos (CNG),
canales de Ca®" regulados por ligandos, intercambiadores de Ca®* y bombas de Ca**. Los
espermatozoides de los mamiferos expresan canales Cay y canales tipo TRPC, entre
ofros (Darszon et al., 2005). Sin embargo, el papel que cada uno de estos canales tiene
en la fisiologia del espermatozoide aun no es claro, en parte porque es dificil estudiar los
canales ionicos presentes en el espermatozoide mediante las técnicas convencionales de
registro electrofisiologico como la de fijacién de voltaje en areas restringidas de membrana
(“patch clamp”), una de las metodologias centrales para el estudio de los canales iénicos
en otros tipos celulares.

Los canales Cay se clasificaron inicialmente de acuerdo a sus propiedades
biofisicas y farmacoldgicas en canales de alto umbral de activacion (HVA) y canales de
bajo umbral de activacion (LVA)(Tabla 1). Los canales HVA se abren a potenciales
despolarizantes relativamente altos (> -30 mV). Segun sus caracteristicas biofisicas y
farmacolégicas, los canales HVA se dividen en: L (Long-lasting), N (Neuronal), P

(inicialmente registrados en neuronas de Purkinje), Q y R (Resistentes a la gran mayoria

16



de bloqueadores organicos de canales Cay). Por otro lado, los canales LVA se activan en
respuesta a potenciales despolarizantes relativamente bajos (> -70 mV), se inactivan
rapidamente, se desactivan lentamente y poseen una conductancia unitaria pequena. Se
les conoce como canales de bajo umbral de activacion por su dependencia a voltajes
negativos (Carbone y Lux, 1984) o tipo T por su inactivacion (Nowycky et al., 1985;
Catterall, 2000).

Los canales Cay son proteinas transmembranales (TMs) que regulan la entrada de
Ca** ala célula en respuesta a una despolarizacién de la MP. Estas proteinas conforman
una superfamilia de canales idnicos TMs a la que también pertenecen los canales de K'y
Na® dependientes de voltaje (Catterall et al., 2003). Los canales Cay tipo HVA son
complejos de proteinas compuestos por al menos 4 subunidades (a4, B, v, y @28) (Fig. 5)
(Catterali, 2000). En los mamiferos a las subunidades Caya4 las codifican al menos 10
genes. La subunidad Cayvay (190- 250 kDa) es la responsable de la conduccion de los
iones, posee la entidad molecular encafgada de detectar los cambios en el voltaje
transmembranal (también llamada “sensor” de voltaje), las compuertas de apertura, cierre
e inactivacion del canal, asi como diversos sitios de regulacion. Esta organizada en 4
dominios homologos repetidos (I-1V) con seis segmentos TMs (S1-S6) cada uno. Los
aminoacidos cargados positivamente del segmento S4 son parte esencia! del “sensor” de
voltaje. El asa del poro se encuentra entre el segmento TM S5 y S6 de cada dominio
repetido, y determina la conductancia y la selectividad al i6n Ca?'. La subunidad CawB es
intracelular y tiene un PM de ~55-65 kDa (Ruth et al., 1989). La subunidad Cavy es una
glicoproteina con cuatro segmentos TMS y tiene un PM de ~30 kDa (Takahashi et al.,
1987, Jay et al., 1990). Por ultimo, la subunidad Caya.2d (~170 kDa) posee diversos sitios

de glicosilacion y varias regiones hidrofébicas (Ellis et al., 1988; Catterall, 2000); es una
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proteina extrinseca de membrana anclada a ésta a través de la subunidad & (Gurnett et
al., 1996; Catterall, 2000). Aunque estas subunidades auxiliares modulan las propiedades
de todo el complejo del canal, la diversidad farmacoldgica y electrofisiologica de los
canales de Ca** surge principalmente de la existencia de multiples subunidades Cayo
(Hofmann et al., 1999a) (Fig. 5).

Los canales Ca, también se clasificaron de acuerdo a los diferentes genes que
codifican las subunidades o1 ais, asc, dp, O1F, O1a, O18, OUE, O1G, CH, oqi (Tabla 1)
(Catterall, 2000; Carlson et al, 2003). Sin embargo, en el 2000 se adoptdé una
nomenclatura mas sistematica y los canales de Ca®" se nombraron combinando el
simbolo quimico del Ca*" (Ca) con el principal regulador fisiolégico del canal (voltaje)
indicado como subindice (Cay). El numero corresponde a la familia de la subunidad o4 de
los canales Cay (1 a 3) y el orden en que se descubrieron las subunidades o4 de cada una
de las familias. De acuerdo con esta nomenclatura, la familia Cay1 (Cay1.1 - Cay1.4)
comprende a las subunidades ais, aqc, ap ¥ o1r, 1as cuales son responsables de las
corrientes de Ca®* tipo L. La familia Cay2 (Cay2.1 - Cay2.3) incluye a las subunidades
a1a, Q1 Y O0ug, las cuales son responsables de las corrientes de Ca®* tipo P/Q, Ny R,
respectivamente. Por ultimo, la familia Cay3 (Cay3.1 - Cay3.3) incluye las subunidades
oG, O4H, 041, responsables de las cormientes de Ca?* tipo T (Tabla 1) (Catterall, 2000;
Catterall et al., 2003).

Los canales Cay1l (Tipo L) son inhibidos por fenilalquilaminas (verapamil),
dihidropiridinas (DHPs) y benzotiacepinas (diltiazen). Las fenilalquilaminas bloquean al
'poro por el lado intracelular. Las DPHs pueden ser activadores o inhibidores, actuan

alostéricamente cambiando al canal del estado abierto al estado cerrado, en lugar de

ocluir al poro.
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Los canales Cay2 son relativamente insensibles a DHPs pero se bloquean
especificamente por toxinas peptidicas (Miljanich y Ramachandran, 1995; Catterall et al.,
2003). Los canales Cay2.1 (tipo P/Q) son bloqueados especificamente con w-Agatoxina
IVA, un péptido presente en el veneno de la arafia australiana Atrax robustus (con ICses
de ~2 y ~200 nM para canales P y Q, respectivamente). Los canales Cay2.2 (tipo N) son
bloqueados por w-conotoxina GVIA (proveniente del veneno del caracol marino Conus
geographus) y toxinas relacionadas. Los canales Cay2.3 (tipo R) son bloqueados por

SNX-482, un péptido sintético derivado del veneno de la tarantula Hysterocrates gigas

(Bourinet et al., 2001; Catterall et al., 2003).

Los canales de la familia Cay3 (Tipo T) son inhibidos por mibefradil ({Csp ~ 5 uM)
(Todorovic y Lingle, 1998). Sin embargo, a concentraciones mas elevadas, el mibefradil
puede actuar como un antagonista de las corrientes tipo HVA (Martin et al., 2000; Wu et
al., 2000). Existen asimismo algunos agentes de uso clinico que bloquean de manera mas
a menos selectiva a los canales tipo T entre los que destacan la etosuximida, la pimozida,

la amilorida, y la nifedipina (Darszon et al., 2005).

Tabla 1. Clasificaciéon de los canales de Ca** dependientes de voltaje

Tipo de canal de Ca** Nombre del canal Tipo de corriente Nombre del gen
Ca,1.1 L s
Ca,1.2 L a1c
Cav1 3 L 1D
Ca\,1.4 L OF
De aito umbral de
activacion (HVA)
Cav2-1 P/Q O1A
Cav2.2 N [0 21:1
Cav2.3 R e
De bajo umbral Ca,3.1 T 016
de activacién (LVA) Cad.2 T Ol4H
Ca,3.3 T Ol4)

Modificado de (Catterall, 2000)
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Figura 5. Representacion esquematica de la estructura de los canales Cav. P, sitios de fosforilacion.

Modificado de Catterall, 2000. Annu Rev Cell Dev Biol. 16: 521-55.



1.3.2 Los canales Cay y su participacion en la movilidad del espermatozoide

Existen evidencias de la participacion del Ca** en la regulacién de la movilidad del
espermatozoide (Tash and Means, 1987; Catterall et al., 2003). Este cation podria ser uno
de los elementos clave en el mecanismo inicial por el cual se induce la movilidad
hiperactivada (Suarez et al., 1987; Yanagimachi, 1994; Ho et al., 2002; Carlson et al,,
2003). En el caso de los espermatozoides de humano los requerimientos de Ca** varian
para cada una de las funciones fisioldgicas. In vitro, para que se lleve a cabo tanto la
capacitacion como la movilidad hiperactivada se requiere de aproximadamente 0.2 mM de
Ca2+ externo, pero para la RA y la interaccion ZP-espermatozoide se necesita niveles
alrededor de 0.6 mM de Ca** (Marin-Briggiler et al., 2003). En espermatozoides de
mamifero se ha detectado la presencia de varias subunidades a1 de los canales Cay en
espermatozoides de mamiferos (Lievano et al., 1996; Goodwin et al., 1997; Goodwin et
al., 1998; Serrano et al., 1999; Westenbroek and Babcock, 1999;> Wennemuth et al.,
2000). En espermatozoides de humano se detectaron los RNAm de la mayoria de los
canales Cay: Cay1.2, Cay2.2, Cay2.3, Cay3.1, Cay3.2 y Cay3.3 excepto Cay1.3 y Cay2.1
(Goodwin et al.,, 2000; Jagannathan et al., 2002; Park et al, 2003). En células
espermatogénicas y en testiculo de humano se detectaron los mensajeros de los canales
Cay tipo LVA: Cay3.1 y Cay3.2. Ambos canales estan presentes en multiples isoformas
(Jagannathan et al., 2002). Adicionalmente, un ratén con una supresioén de Cay2.3 (ag),
aunque fertil, tiene espermatozoides que nadan con una Iinearidad aumentada con
respecto a los silvestres. Lo anterior sugiere que el canal Cay2.3 también juega un papel
en el control del rhovimiento flagelar (Sakata et al., 2002).

Por otro lado se identificd una nueva familia de canales de Ca** (Ren et al., 2001)

conocida como CatSper (Cation channels of Sperm). A la fecha esta familia esta
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constituida por 4 miembros: CatSper1 (Ren et al., 2001), CatSper2, (Quill et al., 2003},
CatSper3 (Arias et al., 2003) y CatSper4 (Lobley et al., 2003). Estos canales se expresan
preferencialmente en el testiculo y cuando estan presentes en otros tejidos, los niveles de
los transcritos son muy bajos. Su estructura es similar a la de los canales de K’
dependientes de voltaje o a un dominio de 6 segmentos TMs de los canales Cay. El
segmento TM S4 de esta familia posee una secuencia similar al domino del sensor de
voltaje de los canales Cay y el asa que une S5 y S6 tiene similitud al dominio formador del
poro de los canales Cay. La expresion especifica en testiculo de los miembros de la
familia CatSper sugiere que pueden tener un papel en la fertilidad. CatSper1 (Quill et al.,
2001; Ren et al, 2001) y CatSper2 (Quill et al., 2001) se localizan en el flagelo del
espermatozoide. Los espermatozoides de raton CatSperT/' muestran una disminucion de
la movilidad y no son capaces de fecundar a évulos intactos. Los detalles moleculares de
como CatSper funciona ain se desconocen ya que no se ha podido expresar
heterélogamente en forma funcional (Ren et al., 2001).

Los espermatozoides de hamster requieren de Ca®" extracelular para mantener la
hiperactivacion in vitro (Yanagimachi, 1994). El tratamiento de espermatozoides de raton
con el ionéforo de Ca®* A23187 rapidamente induce la hiperactivacién de la movilidad
(Suarez et al., 1987). También se observé un aumento en la concentracion de AMPc
intracelular que esta asociado con la induccion d'e la hiperactivaciéon de la movilidad
(White and Aitken, 1989; Aoki et al., 1999). Un aumento en la fosforilacién proteinas en
tirosina en el flagelo del espermatozoide de hamster también esta asociada con ia
hiperactivacion (Si y Okuno, 1999). En espermatozoides de hamster durante la movilidad
hiperactivada se detectan fluctuaciones en la [Ca®*] tanto en la pieza media distal y

proximal del flagelo como en el acrosoma y en la region postacrosomal (Suarez et al.,
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al., 1993). Recientemente se propuso que CatSper1t regula la movilidad hiperactivada, ya
que los espermatozoides CatSper” no son capaces de llevar a cabo esta funcion.
Ademas se observo que la ausencia de CatSper1 y 2 no afecta la distribuciéon de otros
canales i6nicos como Cay1.2, Cay2,2 y Cay2.3, tampoco se afecta la activacion de la
movilidad inducida por HCOj, ni la cascada de fosforilacion que ocurre durante la

capacitacion (Carlson et al., 2003; Quill et al., 2003).

1.3.3 Canales tipo TRPC

Los canales TRP (por sus siglas en inglés transient receptor potential) comprenden
una superfamilia de canales catidnicos que en condiciones fisioldgicas son permeables a
Ca? y participan en diversas funciones. Estos canales se identificaron inicialmentg en
Drosophila como una mutacién (trp) que causa ceguera a la luz brillante, debido a un
defecto de los canales TRP que median la transduccion de senales de la visién (Cosens
and Manning, 1969). La manera de activacion y la selectividad i6nica de los canales TRP
es muy distinta. Algunos son activados por ligandos, mientras que otros lo son por
estimulos fisicos (por ejemplo calor, osmolaridad, etc.) y otros mas por mecanismos atn
desconocidos. Todos los canales TRP son selectivos a cationes, pero la relacion Ca®

versus Na® (Pc./Pna) varia de >100:1, a <0.05:1 (Huang, 2004).

La superfamilia de los 33 genes TRP se divide en 7 subfamilias, con base a la
similitud de su secuencia (Wissenbach et al., 2004): 1) TRPC (canénicos), es la que esta
relacionada con los TRP de Drosophila y esta formado por siete miembros; 2) TRPV
(Vaniloide), llamada asi por su primer miembro, el receptor a vaniloide, y esta constituida
por seis miembros; 3) TRPM (melastatina), llamada asi por el gen de melastatina,

constituida por 8 miembros (Minke and Cook, 2002; Clapham et al., 2003; Wissenbach et
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al., 2004); 4) TRPP, que incluye a las proteinas ADPKD (proteina implicada en la
enfermedad policistica de rifén), policistina-2 (PC-2) y dos proteinas tipo-PC, 5) TRPML
formada por 3 proteinas relacionadas a la proteina tipo |V de las mucolipinas (los
productos de estos genes estan mutados en pacientes con mucolipidosis e induce sordera
y defectos de pigmentacion); 6) TRPA estd compuesta por un solo miembro, que se
identificé en mamiferos y 7) TRPN, esta subfamilia no se ha identificado en mamiferos, y
estd formada por el canal de transduccion mecanosensorial (NompC) en Drosophila, y
canales relacionados en C. elegahs 'y Danio rerio.

Estructuraimente los canales TRP son proteinas de 6 segmentos TM, el poro se
encuentra entre los segmentos S5 y S6 (Fig.6). La region carboxilo y amino terminal se
localizan del lado citoplasmico. Su estructura es similar a la de los canales Cay y a la de
los canales activados por nucleotidos ciclicos (CNG), excepto que el segmento TM S4 no
posee aminoacidos cargados positivamente, por ello los canales TRP son poco sensibles
al voltaje. Sin embargo, recientemente se reportaron canales TRP (tres miembros de la
familia TRPM4, 5 y 8) sensibles a voltaje (Fleig and Penner, 2004). Para formar un canal
funcional los canales TRP se ensamblan como homo o heterotetrameros, también se ha
reportado la asociacion entre proteinas de los diferentes subgrupos (PKD2 y TRPC1)
(Tsiokas et al., 1999). Los TRPs de mamiferos pueden agruparse por la homologia
estructural de sus dominios TMs. Poseen un motivo de 25 aminoacidos (dominio TRP)
que contiene la caja TRP (EWKFAR) en la regién carboxilo terminal del segmento S6. El
dominio y la caja TRP estan presentes en la mayoria de los genes de los canales TRPC
pero no en todos los genes TRP. La region amino terminal citoplasmica de TRPC,.TRPV y
TRPA (ANKTM) contiene repetidos de anqu?rina, mientras que el TRPC y el TRPM

contienen segmentos ricos en prolina en la region carboxilo terminal del segmento S6. Los
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canales TRP funcionan como canales de Ca?' no selectivos (Pca/Pna<10), excepto los
TRPM4 y TRPM5 que son selectivos a cationes monovalentes, y los TRPV5 y V6 que son
selectivos a Ca** (Pca/Pns>100) (Clapham et al., 2003).

En algunos tipos celulares de mamiferos la entrada de Ca®* conocida como
capacitativa contribuye a mantener los niveles de Ca*' en las pozas internas. La entrada
de este i6n a través de esta via también genera sefiales de Ca?* importantes en diferentes
funciones celulares (Montell et al., 2002). Evidencias recientes sugieren que los canales
de Ca?* capacitativos en mamiferos estan codificados por algunos miembros de la
superfamilia de canales TRPC, usualmente conocidos como canales operados por pozas
internas (SOCs) (por sus siglas en inglés store operated channels). Hasta la fecha, no se
conocen compuestos que directamente activen la entrada de Ca®* capacitativa. Sin
embargo, existen agentes que activan esta via al propiciar el vaciamiento de pozas
internas de Ca®*. La tapsigargina y el acido ciclopiazonico son inhibidores de la ATPasa
de Ca** microsomal que bombean Ca?* del citosol al reticulo endoplasmico/sarcoplasmico
(SERCA) (Zitt et al., 2002). Debido a este modo de accion, las pozas de Ca** en
presencia de tapsigargina se vacian por una fuga de Ca®* al citosol. Esta liberacion de
Ca*" de las pozas promueve la activacion de los canales tipo SOCs. Los inhibidores mas
simples de la entrada de Ca®** capacitativa son los lantanidos trivalentes (Weiss et al.,
1974). Uno de los mejor caracterizados, es el gadolinio (Gd*") (Parekh y Penner,1993). El
SKF96365 bloquea especificamente la fase de entrada de la respuesta (entrada de Ca**a
través de la MP) en lugar de la fase de liberacion (liberacion de Ca** de las pozas
internas) (Putney, 2001). Un inhibidor de los canales de Ca®* capacitativos que
recientemente se ha descrito es el 2-aminoetoxidifenil borato (2-APB). Este compuesto

entra libremente por la MP, originalmente se describié como un inhibidor del receptor a 1P3
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(Ma et al., 2000). Se sugiere que el 2-APB puede actuar directamente sobre los canales
de Ca*' capacitativos y no sobre los receptores a IP; aunque no estd totalmente
comprobado.

El mecanismo por el cual el vaciamiento de las pozas regula la apertura de los
canales de Ca®" en la MP no es claro, sin embargo, existen al menos tres hipétesis para
explicarla (Zitt et al., 2002): 1) Presencia de un factor activadér citosdlico (CIF por sus
siglas en inglés Cytosolic Influx Factor). En esta hipétesis una molécula difusible no
identificada se libera cuando ocurre el vaciamiento de las pozas internas de Ca®*, y actua
directamente como activador de los canales SOCs (Parekh et al., 1993; Randriamampita
and Tsien, 1993). Recientemente, se propuso un nuevo mecanismo de regulacion de la
entrada de Ca** capacitativa que involucra la participacién del CIF. Se sugiere que el CIF
desplaza a la calmodulina (CaM) de la fosfolipasa A; independiente de Ca**, esto permite
su activacion y se producen lisofosfolipidos que directamente activarian a los canales
SOCs (Smani et al., 2004). 2) Interaccion proteina-proteina. Esta hipétesis plantea una
interaccién fisica entre el canal TRP localizado en la MP vy el receptor a IP; (IP3Rs)
presente en las pozas de Ca®* (Kiselyov et al., 1998). 3) Vesiculas secretoras. En esta
hipétesis las vesiculas que contienen los canales se fusionarian con la MP después de
una senal apropiada y darian origen a la entrada capacitati\‘/a de Ca?* (Yao et al., 1999).
No obstante, se sabe que no todos los canales TRPC son activados por el vaciamiento de
pozas intemas de Ca®*. Los canales TRPC que no son SOCs se pueden activar de

distintas maneras como por ejemplo mediante lipidos como el DAG.
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1.3.4 Los canales tipo TRPC y su participacion en la movilidad del espermatozoide

En el espermatozoide la regulacion de los canales tipo SOCs es controversial ya
que estas ceéluias carecen de los organelos que funcionan como pozas internas de Cca”".
En el espermatozoide de raton el receptor a IP; se localiza en el acrosoma, indicando que
el Ca® puede almacenarse y ser liberado de este organelo (Walensky et al.,, 1995;
Trevino et al.,, 1998; Herrick et al., 2005). También se describid la presencia de una
estructura ilamada RNE en el espermatozoide de toro (por sus siglas en inglés Redundant
Nuclear Envelope), que en otros tipos celulares funciona como poza interna de Ca”". Esta
estructura también se encuentra en los espermatozoides de raton, hamster, mono,
murciélago, toro y humano (Ho y Suarez, 2003). Este grupo de investigacion sugiere que
la poza interna que almacena Ca** en el espermatozoide de toro es el RNE y que libera
Ca®* directamente al axonema para disparar la hiperactivacién (Ho and Suarez, 2003). Sin
embargo, también se ha reportado la apertura de diversos canales TRPC de manera
independiente al vaciamiento de pozas internas (Chyb et al., 1999). En humano los
canales TRPC6 y TRPC3 se activan por DAG (Hofmann et al., 1999b). La presencia de
canales TRPCs se han reportado en células espermatogénicas y en el espermatozoide de
ratéon. Trevifio y cols. detectaron los mensajeros de los TRPC (TRPC1-7) en células
espermatogénicas (CE) de r_atén y la presencia de las proteinas TRPC1, 3, 5y 6 en el
espermatozoide (Trevino et al., 2001; Sufton et al., 2004). TRPC1 y TRPC3 se localizan
en el flagelo (Trevino et al., 2001). En ratén, TRPC2 se localiza en la cabeza del
espermatozoide (Jungnickel et al., 2001). En testiculo de bovino se detectd la presencia
de RNAm de birpc2 (Wissenbach et al., 1998).

En ratén la ZP3, una glicoproteina de la ZP del évulo, dispara la RA, causando una

entrada de Ca*" transitoria en el espermatozoide probablemente a través de los canales
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Ca, tipo T. Esta respuesta inicial promueve un aumento de Ca®" sostenido que lleva a la
RA (O'Toole et al., 2000). Se propone que el TRPC2 participa en la entrada de Ca®*
sostenida inducida por ZP3 (Jungnickel et al., 2001). Dado que el raton mutante TRPC2™"
es fértil, se sugiere que tal vez otros TRPCs o subunidades desconocidas puedan sustituir
a TRPC2 (Leypold et al., 2002). Es importante mencionar que el gen TRPC2 en humano
es un pseudogen, porque tiene codones de terminacién tempranos (Zhu et al., 1996).

La distribucién de los canales TRPC en el espermatozoide es heterogénea, ya que
se localiza en la cabeza y en el flagelo. Aungue la funcién de los diferentes canales TRPC
en el flagelo del espermatozoide es desconocida, se especula que ellos pueden participar
en eventos de fecundacion tal como iniciacién de la movilidad (activada e hiperactivada).
Sin embargo, el mecanismo por el cual el Ca** llega al axonema para modular la

movilidad no se ha identificado.
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HIPOTESIS

Los canales de Ca®* participan en la regulacion de la movilidad del espermatozoide de

humano.

OBJETIVO GENERAL

Identificar los canales de Ca®* que participan en la movilidad del espermatozoide de

humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Estudiar la localizacion subcelular de los canales de Ca** que participan en la

movilidad del espermatozoide de humano.

2.- Estudiar el efecto de bloqueadores de los canales Cay y de los SOCs sobre la

movilidad activada e hiperactivada del espermatozoide de humano.
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ILMATERIALES Y METODOS

1.1 Reactivos

Los reactivos utilizados se obtuvieron de las siguientes casas comerciales: Ham's
F-10 (Irvine Scientific, Santa Ana, CA), anticuerpos contra los canales de ca®*
dependientes de voltaje (Santa Cruz Biotechnology, Inc. CA), anticuerpos contra los
canales TRPC, calciseptina, nimodipina y nifedipina (Alomone labs, Jerusalén, Israel),
anticuerpos secundarios acoplados a Alexa (Molecular Probes Inc., Eugene, OR)
albumina sérica bovina (BSA), NaCl, KCi, Na,HP0,4, KH,PO4, paraformaldehido, tritobn X-
100, NiCl,, GdCls, mibefradil, gosipol, EGTA (Sigma-Aldrich), portaobjetos multi-pozos
cubiertos con bioadhesivo (Erie Scientific Company, Portsmouth, NH), leche baja en grasa
(Svelty, Nestle), citifluor (Ted Pella Inc., Redding, CA), SKF96365 (Calbiochem-
Novabiochem Corporation, La Jolla, CA), 2-aminoetoxidifenil borato (2-APB)
(Calbiochem), ZD7288 (Tocris Cookson Inc., Ellisville, MO). Los bloqueadores fueron
preparados a partir de una solucion 100 mM en agua destilada (Ni**, Gd**, ZD7288,
| mibefradil, calciseptina y SKF96365) o dimetilsulféxido (DMSO) (2-APB, nifedipina,
nimodipina). Composicién del medio BWW (En mM, NaCl 95, KCI 4.8, CaCl; 1.7, KH2PO4
1.2, MgS0Oy4 1.2, glucosa 57.6, acido piravico 0.25, HEPES 20, NaHCO;3; 15 y acido lactico
20).

1.2 Separacion de los espermatozoides méviles

Las muestras de semen se colectaron de donadores sanos mediante masturbacion,
las cuales cumplieron con los parametros establecidos (licuefaccion positiva, densidad
espermatica >20 rhillones de células/ml, movilidad >50%, 14% de espermatozoides

normales) por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
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Los espermatozoides moviles se separaron del semen mediante la técnica de
“swim up” (Yunes et al., 2000). Para que ocurra la licuefaccion, la muestra de semen se
dejo de 20 a 30 minutos a 37°C, 5% CO,. Un m! de semen se transfiri6 a un tubo de
ensayo y se adicion6 lentamente 1 ml del medio de cuitivo Ham’s F-10 (contiene 0.3 mM
de CaCl,) en ausencia o en presencia de 5 mg/mi de BSA (medio Ham’s F-10 modificado)
y se incub6 durante 1 h a 37°C, 5% de CO,, colocando el tubo en una gradilla con una
inclinacion de 45°. Los espermatozoides moviles se recuperaron tomando
cuidadosamente 750 pl de la parte superior del tubo (90-95% de los espermatozoide
recuperados estaban moviles). Para eliminar los restos de fluido seminal, las células se

lavaron (2 x 10 min.) a 700 x g con el medio Ham’s F-10.

1.3 Inmunolocalizacién de los canales de Ca**

Los espermatozoides de humano moviles recuperados mediante la técnica del
“sWim up”, se lavaron (2 X 5 min.) a 700 x g con el amortiguador salino de fosfatos (PBS),
pH 7.4 y se fijaron durante 10 min. con paraformaldehido a una concentracién final del
5%, se lavaron con PBS (2 X 5 min.) y se ajustaron a 1 X 10° células/ml. Después se
colocaron alicuotas de 100 ul en portaobjetos de vidrio cubiertos con bioadhesivo® para
aumentar el pegado de las células y se dejaron sedimentar por al menos 90 min. Las
células sedimentadas se lavaron adicionando 200 pl de PBS (3 X 10 min.), se
permeabilizaron con tritdn al 0.1% durante 10 min., se lavaron con PBS (3 X 10 min.) y se
bloquearon minimo por 1 h con leche baja en grasa a una concentracion final de 5%
disuelta en PBS o con BSA al 2%. Las muestras se incubaron durante toda la noche a-

4°C con el anticuerpo primario contra los diferentes canales de Ca* diluidos en leche al

5% (ver Tabla 2). Los controles se procesaron de la misma manera, solo que los
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anticuerpos primarios se preincubaron durante hora y media con su respectivo péptido
antigénico. Después de lavar con PBS (3 X 10 min.), las muestras se incubaron 1 h a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 o Alexa 594
diluido (ver Tabla 2) en PBS y se lavaron nuevamente con PBS (3 X 10 min.). Las
preparaciones se montaron con Citifluor que ayuda a mantener la fluorescencia. Las
imagenes fluorescentes se adquirieron con un microscopio confocal Biorad MRC-600 Kr-
Ar y se analizaron con el “software Confocal Assistant”. Las imagenes que se muestran

son representativas de al menos 3 experimentos.

Tabla 2. Anticuerpos contra los canales de Ca®* dependientes de voltaje y los TRPC.

Anticuerpo Fuente Dilucion Anticuerpo  Dilucion Relacién

primario anticuerpo secundario anticuerpo  anticuerpo/péptido
primario secundario

Cay1.2 Conejo® 1:100 Alexa 1:100 1:2

Ca,1.3 Conejo® 1:100 Alexa 1:100 1:8

Ca,2.1 Conejo® 1:25 Alexa 1:100 1:8

Ca,2.2 Conejo® 1:50 Alexa 1:100 1:4

Caz2.3 Conejo® 1:100 Alexa 1:100 1:2

Ca3.1(N-y Cabra®® 1:100 Alexa 1:100 1:4

C-Terminal)

Ca,3.2(N-y Cabra® 1:100 Alexa 1:100 1:2

C-Terminal)

Ca,3.3(N-y Cabra” 1:100 Alexa 1:100 1:8

C-Terminal)

TRPC5 Conejo® 1:100 Alexa 1:100 1:4

TRPC6 Conejo? 1:50 Alexa 1:100 1:8

@ Alomone labs (Jerusalén, Israel)
® Santa Cruz Biotechnology, Inc.
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1.4 Evaluacion de la movilidad del espermatozoide y estudios farmacolégicos
Después de separar los espermatozoides moviles, la suspension de
espermatozoides se ajustd a una concentracion de 8-15 x 10° células/ml. La evaluacion
de la movilidad se llevé a cabo utilizando el equipo Hamilton—Thorne HTM-IVOS-12 y el
equipo Hobson Tracker System (Computer-Assisted Semen Analysis (CASA) system).
Estos equipos son utilizados en clinicas de fertilizacion, y una vez analizadas las muestras
permiten determinar si los individuos tienen problemas de fertilidad. Se ha observado que
poblaciones de espermatozoides con bajo porcentaje de hiperactivacion tienen poco éxito
de fecundar in vitro. La velocidad de adquisicion de los dos equipos es de 60 Hz. Ambos
instrumentos miden el porcentaje de espermatozoides moviles y los siguientes parametros
de movilidad (Fig. 7): la velocidad curvilinea (VCL; es la distancia total que recorre el
espermatozoide dividida por el tiempo, en um/s), este tipo de velocidad es muy importante
para determinar si el espermatozoide esta hiperactivado, si el valor de la VCL disminuye
(<150 um/s), indica que el espermatozoide tiene un movimiento progresivo; la velocidad
promedio (VAP; es la distancia total a lo largo de una trayectoria promedio dividida por el
tiempo, en pm/s), la velocidad progresiva (VSL; se determina de la distancia en linea recta
entre el primero y el ultimo punto de la trayectoria del espermatozoide divida por el tiempo,
en um/s). Estos valores permiten determinar la linearidad (LIN) y la direccion recta (STR),
que se derivan como sigue: LIN = (VSL/VCL)X100, ST = (VSL/VAP)X100, estos dos
parametros se expresan en porcentaje e indican si el espermatozoide tiene una trayectoria
progresiva o erratica. Si el espermatozoide tiene una trayectoria progresiva el valor de la
LLIN es mayor al 50% y si su movimiento es erratico su valor es menor del 50%. La
amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) es la amplitud total de la

trayectoria de la cabeza y esta expresada en um, valores mayores a 7 um indican que el
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espermatozoide puede estar hiperactivado y valores menores a 7 um indican que el
espermatozoide tiene un movimiento activado o progresivo. La frecuencia de cruce del
bateo (BCF) es el numero de veces que la cabeza del espermatozoide cruza la direccién
del movimiento, y esta relacionada con el desarrollo de otra onda flagelar, se expresa en
hertz. EI BCF es util para hacer una estimacién gruesa del patrén del bateo flagelar. A
diferencia del equipo Hamilton, el equipo Hobson determina de manera automatizada el
porcentaje de espermatozoides hiperactivados (considerando los siguientes parametros
LIN < 50%, VCL >150 pym/s, ALH >7 um ), lo cual nos permiti6 hacer estudios de
hiperactivacién. La hiperactivacién puede ser considerada como un biomarcador de la
capacitacion, la cual es fundamental para que el espermatozoide lleve a cabo la RA y
pueda fecundar al évulo. Esto lo hace muy Util para aplicaciones clinicas. Los estudios de
movilidad se llevaron a cabo en espermatozoides activados e hiperactivados. En el caso
de los espermatozoides activados el “swim up” se realizé en el medio Ham’s en ausencia
de BSA, y para la hiperactivacién (evento que ocurre durante la capacitacién y que
requiere de albumina) en presencia de 5 mg/ml de BSA. Los espermatozoides se
capacitaron mediante incubacion, durante 6 h, a 37°C, 5% CO.. El efecto de los diferentes
bloqueadores de los canales de Ca?* sobre la movilidad activada, se estudié adicionando
los inhibidores, después de recuperar los espermatozoides moéviles, a diferentes
concentraciones e incubando durante 10 minutos para el caso del mibefradil, SKF96365,
ZD7288, 2-APB, nifedipina y calsiceptina. Para el caso del Ni** y Gd** la lectura se hizo
inmediatamente después de la adicién. Para la movilidad hiperactivada se incubaron los
bloqueadores tanto después de la capacitacién como durante el tiempo de la capacitacion

y en este Ultimo caso se hicieron lecturas a diferentes tiempos de incubacién con la droga.
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N.RESULTADOS

ll.1 Inmunolocalizacién de los canales de Ca”* en el espermatozoide de humano
A) Inmunolocalizacion de los canales Cay

Al inicio de este trabajo se sabia que tanto el RNAm como la proteina de Cay1.2
(HVA) estan presentes en los espermatozoides de humano (Goodwin et al., 1997,
Goodwin et al., 2000). Ademas, recientemente también se detectaron los RNAm en el
siguiente orden de abundancia: Cay3.2 > Cay3.1 > Cay2.3 > Cay2.1 > Cay1.2 > Cay3.3,
pero no se detectaron los mensajeros de Cay1.3 y Cay2.1 (Park et al., 2003). Sin
embargo, no se tenia evidencia de estos canales a nivel de proteina en el espermatozoide
maduro de humano. Con el objeto de identificar y determinar la distribucion subcelular de
los canales Cay que podrian estar participando en la movilidad del espermatozoide de
humano, se llevaron a cabo experimentos de inmunolocalizacion con anticuerpos
comerciales contra los canales HVA (Cay1.2, Cay1.3, Ca\2.1, Cay2.2 y Cay2.3) y los LVA
(Cav3.1, Cay3.2 y Cay3.3). Cuando se inicio este proyecto no se sabia que los
mensajeros de Cav1.3 y Cav2.1 no estaban presentes en el espermatozoide de humano,
fue por ello que se llevé a acabo la inmunolocalizacion.

En el caso de los canales de Ca®* HVA, identificamos a Cay1.2 y Cay2.3.
Previamente se habia reportado la presencia de Cay1.2 en la regién del acrosoma del
espermatozoide de humano (Goodwin et al., 1998). En el presente trabajo, Cay1.2 da una
sefal positiva en la regién postacrosomal, en la pieza media del flagelo, a 1o largo de la
pieza principal y la pieza terminal, siendo un poco mas fuerte la sefal en esta Ultima
region (Fig. 8), pero no observamos tincion en el acrosoma. El an.ticuerpo contra Cay2.3
reconoce la pieza principal del flagelo y la region del acrosoma (Fig. 9). Los experimentos

control usando anticuerpos bloqueados por la exposicion previa al péptido antigénico no
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mostraron fluorescencia residual, indicando la especificidad de la senal (Fig. 8D y 9D). Los
anticuerpos Cay1.3, Cay2.1 y Cay2.2 (HVA) no dieron resultados concluyentes, debido a
que la preincubacion de los anticuerpos con sus respectivos péptidos antigénicos dieron
una sefal residual, lo cual dificulté poder determinar si la senal es especifica.
Identificamos a los tres miembros del grupo LVA hasta ahora reportados (Cay3.1,
Cayd2y Cav3.3). La imagen de microscopia confocal obtenida con el anticuerpo anti-
Cav3.1 de Alomone Labs, muestra una senal especifica en la cabeza y en la pieza media
y principal del flagelo (Fig. 10). Sin embargo, los resultados obtenidos con anti-Cay3.1 de
Santa Cruz Biotechnologies no son concluyentes debido a que la inmunotincién no se
bloqued por su péptido antigénico. EIl anticuerpo Cay3.2 reconoce la pieza principal del
flagelo con una intensa sefal punteada y excluye la pieza media y terminal del flagelo.
(Fig. 11). La tincion para Cay3.3 esta restringida a la pieza media (Fig. 12). Para los tres
anticuerpos la sefial se elimina en los experimentos de preincubacion con el péptido
antigénico, por lo que se considera que esta sefal es especifica (Fig. 10D, 11D y 12D).
Para corroborar la especificidad de los anticuerpos, se repitieron los experimentos
de inmunolocalizacién preincubando los anticuerpos con péptidos antigénicos diferentes a
los usados pa.ra producir el anticuerpo. Para ambos anticuerpos (Cay3.2 y Cay3.3) la
sefal se elimina uGnicamente en los experimentos de preincubacién con su
correspondiente péptido antigénico (Fig. 13D y 14D) y no asi con otros péptidos (Fig. 13F,
13H y 14F, 14H), con esto se confirma nuevamente que esta sefal es especifica.
Realizamos controles de especificidad adicionales mediante experimentos de
inmunolocalizacién utilizando células HEK-293 (por sus siglas en inglés Human Embrionic
Kidney), en las cuales se expresaron heterologamente e independientemente cada uno de

los canales tipo T (Cay3.1, Cay3.2 y Cay3.3). Estas células no expresan enddégenamente

38



este tipo de canales. Las células HEK-293 que expresan heterdlogamente Cay3.1 se
incubaron con cada uno de los anticuerpos. Como era de esperarse, solo se observo
sefnal con el anticuerpo contra Cay3.1 (Fig. 15B) y no con los otros dos anticuerpos
(Cayv3.2 y Cay3.3) (Apéndice ). El experimento control usando el anticuerpo bloqueado
por la exposicion previa al péptido antigénico no mostroé fluorescencia residual, esto
nuevamente indica la especificidad de la senal (Fig. 15D). Lo mismo se hizo con las
células HEK-293 que expresan heterdlogamente Cay3.2, se incubaron con el anticuerpo
anti-Cay3.1 (Fig. 16B) y anti-Ca,3.3 (Apéndice I) y como se anticipd, no hubo tincidn y solo
se observo sefal con el anticuerpo contra Cay3.2 (Apéndice 1). Al incubar las células HEK-
293 que expresan heteroldgamente Cay3.3 con el anticuerpo anti-Cay3.1 (Fig. 17B) y anti-
Cav3.2 (Apéndice I) tampoco se observo senal, unicamente con el anticuerpo anti-Cay3.3
(Apéndice 1). Estos controles se hicieron para cada uno de los anticuerpos (Cay3.1,
Cav3.2 y Cayv3.3) con cada una de las células que expresan heterélogamente los
diferentes canales tipo T (Apéndice I).

La expresion y localizacion de estos canales en el espermatozoide se confirmd
usando microscopia electronica de transmision (los experimentos se realizaron en el
grupo del Dr. Victor Tsutsumi, CINVESTAV, México). Las particulas de oro se localizaron
preferencialmente en la membrana plasmatica del flagelo y en menor pro.porci()n en la
cabeza (Trevino et al., 2004). La baja abundancia de Cav'en la cabeza nos ayuda a
explicar la dificultad de detectar estos canales en esta parte de la célula por

inmunofluorescencia (Fig. 15-17).
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Figura 8. Inmunolocalizacién del canal Ca,1.2 en los espermatozoides de
humano. (A y C) Imagenes de los espermatozoides en contraste de fases. (B)
La imagen de miscroscopia confocal muestra una tincién en la region
postacrosomal, en la pieza media, principal y terminal del flagelo del
espermatozoide. (D) La sefal observada en B se elimina al preincubar el
anticuerpo con su péptido antigénico (1:2) correspondiente, lo que indica que la
sefal es especifica (n = 5). Barra de escala = 20um.
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Figura 9. Inmunolocalizaciéon del canal Ca,2.3 en los espermatozoides de
humano. (A y C) Imagenes de los espermatozoides en contraste de fases. (B)
La imagen de microscopia confocal muestra que el anticuerpo Ca,2.3 reconoce
el segmento ecuatorial de la cabeza, el acrosoma y la pieza principal del flagelo
del espermatozoide. (D) La sefial observada en B se elimina al preincubar el
anticuerpo con su péptido antigénico (1:2) correspondiente, lo que indica que la
senal es especifica (n = 4). Barra de escala = 20um.
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Figura 10. Inmunolocalizacion del canal Ca,3.1 en los espermatozoides de
humano. (A y C) Imagenes de los espermatozoides en contraste de fases. (B)
La imagen de microscopia confocal muestra que anticuerpo Ca,3.1 reconoce la
cabeza, la pieza media y la principal de! flagelo. (D) La sefial observada en B se
elimina al preincubar el anticuerpo con su péptido antigénico (1:4)
correspondiente, lo que indica que la sefial es especifica (n = 4). Barra de escala
=20um.
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Figura 11. Inmunolocalizacién del canal Ca, 3.2 en los espermatozoides de
humano. (A y C) Imagenes de los espermatozoides en contraste de fases. (B)
La imagen de miscroscopia confocal muestra que el anticuerpo Ca, 3.2 reconoce
la pieza principal del flagelo. (D) La sefial observada en B se elimina al
preincubar el anticuerpo con su péptido antigénico (1:2) correspondiente, lo que
indica que la sefal es especifica (n = 6). Barra de escala = 20pm.
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Figura 12. Inmunolocalizacién del canal Ca,3.3 en los espermatozoides de
humano. (A y C) Imagenes de los espermatozoides en contraste de fases. (B)
La imagen de microscopia confocal muestra una tincion restringida en la pieza
media del flagelo. (D) La sefial observada en B se elimina al preincubar el
anticuerpo con su péptido antigénico (1:8) correspondiente, lo que indica que la
sefial es especifica (n = 6). Barra de escala = 20um.
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Figura 13. Inmunolocalizacién del canal Ca,3.2 en los espermatozoides
de humano. (A, C, E, y G) Imagenes de los espermatozoides en contraste de
fases. (B) El anticuerpo Ca,3.2 reconoce la pieza principal del flagelo. (D) La
sefial observada en B se elimina al preincubar el anticuerpo con su péptido
antigénico (1:2) correspondiente. Al preincubar el anticuerpo con un péptido
distinto al antigénico la sefial no se elimina, péptido para (F) Ca,3.3 (1:2) y (H)
péptido para TRPC3 (1:2). Confirma que la tinciébn es especifica ya que
Unicamente se elimind la sefial al preincubar el anticuerpo con su péptido
antigénico (n = 3).
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Figura 14. Inmunolocalizacion del canal Ca, 3.3 en los espermatozoides de
humano. (A, C, E, y G) Imagenes de los espermatozoides en contraste de
fases. (B) La imagen de microscopia confocal muestra que el anticuerpo Ca,3.3
reconoce la pieza principal del flagelo. (D) La sefal observada en B se elimina al
preincubar el anticuerpo con su péptido antigénico (1:8) correspondiente. Al
preincubar el anticuerpo con un péptido distinto al antigénico la sefal no se
elimina, péptido para (F) Ca,3.2 (1:8) y (H) péptido para TRPC3 (1:8), lo que
indica que la tincion es especifica ya que Unicamente se eliminé la sefal al
preincubar el anticuerpo con su péptido antigénico (n = 3).
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Figura 15. Inmunolocalizacion de Ca,3.1 en las células HEK-293 que
expresan heterélogamente Ca,3.1. (A, C, E, y G) Imagenes de las células
HEK-293 en contraste de fases. (B) Imagen de inmunofluorescencia confocal de
las células HEK-293 tefiidas con el anticuerpo anti-Ca,3.1. (D) La sefal
observada en B se elimina al preincubar el anticuerpo con su péptido antigénico
(1:5) correspondiente. (F) Células incubadas (nicamente con el anticuerpo
secundario. (H) Autofluorescencia (n = 3).
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Figura 16. Inmunolocalizacién de Ca,3.1 en las células HEK-293 que
expresan heterélogamente Ca,3.2. (A, C y E) Imagenes de las células HEK —
293 en contraste de fases. (B) La Imagen de inmunofluorescencia confocal de
las células HEK-293 no muestra tincidbn con el anticuerpo anti-Ca,3.1. (D)
Células incubadas Unicamente con el anticuerpo secundario. (F)
Autofluorescencia (n = 3).

48



Figura 17. Inmunolocalizaciéon de Ca,3.1 en las células HEK-293 que
expresan heterélogamente Ca,3.3.(A, C y E) Iméagenes de las células HEK-
293 en contraste de fases. (B) La imagen de inmunofluorescencia confocal de
las células HEK-293 no muestra tincion con el anticuerpo anti-Ca,3.1. (D)
Células incubadas Unicamente con el anticuerpo secundario. (F)
Autofluorescencia (n = 3).
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B) Inmunolocalizacion de canales tipo TRPC

Al inicio de este trabajo se sabia que en células espermatogénicas de raton se
expresan los 7 genes frpc y en el espermatozoide maduro se identificaron en el flagelo las
proteinas TRPC1, TRPC3 y TRPC6 (Trevino et al., 2001). En otros estudios lievados a
cabo en el laboratorio empleando espermatozoides de humano se encontraron los
mensajeros para TRPC1, TRPC3, TRPC6 y TRPCY. Para investigar la expresién a nivel
de proteina de los TRPC en espermatozoide de humano, utilizamos anticuerpos contra
TRPCH1, 3, 4, 5 y 6. Datos previos del laboratorio indican que TRPC1 se localiza en la
pieza principal del flagelo y algunos espermatozoides muestran senal en la region
ecuatorial de la cabeza. Ademas, se encontré que TRPC3 tife la region del acrosoma, la
pieza media y principal del flagelo y TRPC4 se localiza en la pieza principal del flagelo y
también da una senal difusa en la cabeza (Castellano et al., 2003). El canal TRPC5 se
localiza en la cabeza, en la pieza media y en la principal del flagelo (Fig. 18B). Los
espermatozoides tenidos con TRPC6 muestran una fuerte tincién en la pieza media, y un
patron punteado en la pieza principal y una sefal difusa en la cabeza (Fig. 19B). Los
experimentos control usahdo anticuerpos bloqueados por la exposicion previa al péptido
antigénico no mostraron fluorescencia residual, indicando la especificidad de la seial
(Figura 18D y 19D). Para el caso del TRPC2 y TRPC7 no se hicieron las
inmunolocalizaciones, ya que no exiéten los anticuerpos comerciales. La localizacion de
los canales TRPC se confirmd por microscopia electrénica de transmision (experimentos
realizados con la colaboracion del Dr. Victor Tsutsumi, CINVESTAYV, México). Al igual que
por microscopia confocal, TRPC1, 3 y 4 se detectaron tanto en la cabeza como en el

flagelo. En el caso del TRPCS, la sefial no se compitio con su péptido antigénico.
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Figura 18. Inmunolocalizacion del canal TRPC5 en los espermatozoides de
humano. (A y C) Imagenes de los espermatozoides en contraste de fases. (B)
La imagen de microscopia confocal muestra una tincién en la cabeza, en la
pieza media y en la principal del flagelo. (D) La sefial observada en B se elimina
al preincubar el anticuerpo con su péptido antigénico (1:4) correspondiente, lo
que indica que la sefal es especifica (n = 5). Barra de escala = 20um
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Figura 19. Inmunolocalizacion del canal TRPC6 en los espermatozoides de
humano. (A y C) Imagenes de los espermatozoides en contraste de fases. (B)
La imagen de microscopia confocal muestra una tincién en la cabeza y en la
pieza media y principal del flagelo. (D) La sefial observada en B se elimina al
preincubar el anticuerpo con su péptido antigénico (1:8) correspondiente, lo que
indica que la sefal es especifica (n = 5). Barra de escala = 20um
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Tabla 3. Resumen de la inmunolocalizacién de los canales Cay

TIPO DE CANAL LOCALIZACION
Cayi.1 No determinada
Cayl.2 Pieza media, terminal y principal
Cay1.3 Sefal no especifica
Cayl.4 No determinada
Cay2.1 Senal no especifica
Cay2.2 Senal no especifica
Cay2.3 Acrosoma y pieza principal
Cay3.1 Cabeza, pieza media y principal
Cay3.2 Cabeza (Por ME), pieza media y principal
Cav3.3 Pieza media y cabeza (Por ME)

ME= Microscopia Electrénica

Tabla 4. Resumen de la inmunolocalizacién de los canales tipo TRPC

LOCALIZACION
TIPO DE CANAL

Cabeza y pieza principal
TRPCA1

En un humano es un pseudogen
TRPC2

Pieza media y principal y region
TRPC3 acrosomal
Pieza media y principal y cabeza

TRPC4

Cabeza, pieza media y principal
TRPC5

Cabeza, pieza media y principal
TRPC6

No determinada
TRPC7
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lIl.3 RESULTADOS DE MOVILIDAD
A) Participacion del Ca®* externo en la movilidad del espermatozoide de humano

El hecho de que varias subunidades de los canales Cay y los canales tipo TRPCs
se encuentran en el flagelo sugiere su posible participacion en la movilidad del
espermatozoide de humano. Esto se exploré6 mediante estudios farmacolégicos, utilizando
bloqueadores especificos para los canales identificados.

Existe evidencia que muestra que el Ca®* externo es necesario en la movilidad
basal del espermatozoide de humano y de hamster (Gorus et al., 1982; Serres et al.,
1991; Ahmad et al., 1995; Si y Okuno, 1999). Sin embargo, Luconi y Baldi, observaron
que la movilidad basal del espermatozoide no se ve afectada en un medio sin Ca®* en
presencia de EGTA (0.3 — 3 mM) (Luconi y Baldi, 2003). Por tal motivo, se decidi6
estudiar el efecto del Ca?* externo sobre la movilidad basal de los espermatozoides de
humano. Una vez que los espermatozoides moviles se separaron mediante la técnica del
“swim up”, una parte se lavé con el medio BWW que contenia 1.7 mM de Ca?* y otra con
BWW sin Ca** en presencia de 0.5 mM de EGTA y la movilidad se analizé en el sistema
CASA. El porcentaje de espermatozoides moviles recuperados después del “swim up”
oscila entre el 90-95 %. Los resultados obtenidos muestran que el patrén de movimiento
de los espermatozoides cambia en ausencia de Ca®*, disminuye el porcentaje de
espermatozoides méviles en un 40% (normalizado con respecto al control) y altera los
parametros de la movilidad. Mientras que VCL, VSL, VAP y ALH disminuyen (Fig. 20),
LLIN, STR y BCF aumentan (no mostrado). Esto indica que el espermatozoide tiene un
movimiento pngresivo. Ademas, hos indica que el Ca®" externo si participa en la

regulacion de la movilidad.
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La eliminacion total del Ca** que se obtiene en los experimentos en presencia de
EGTA, no mimetiza el efecto que se puede tener al anadir los bloqueadores de los
canales de Ca®, por esta razén se decidié incubar a los espermatozoides en el medio
BWW con 1/10 (0.17 mM) de la concentracion de Ca®* del medio normal (1.7 mM). En
estas condiciones no se observé ningun efecto sobre la movilidad del espermatozoide de
humano. Recientemente se ha reportado que ~0.22 uM de Ca?" externo es suficiente para
inducir fa movilidad hiperactivada (Marin-Briggiler et al., 2003) y es aproximadamente la
misma concentracion de Ca?* que usamos para ver el efecto del Ca?* externo sobre la
movilidad. Seria importante estudiar el efecto de concentraciones mas bajas de ca*
externo sobre la movilidad activada para determinar cual es la concentracién minima de
Ca® necesaria para mantener la movilidad en el espermatozoide de humano. Y en estas

condiciones repetir las aproximaciones realizadas en el presente estudio.
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Figura 20. La remocion del Ca?* externo disminuye la movilidad activada y
algunos de los parametros de la movilidad en el espermatozoide de
humano. Los espermatozoides se incubaron a 37°C en presencia de 0.5 mM de
EGTA, las barras representan el porcentaje de inhibicion (promedio +e rror
estandar, EE). La movilidad se inhibe en un 40% y también hay inhibicion de la
VAP, VSL, VCL y ALH (n = 4). El porcentaje de inhibicion es estadisticamente
significativo (*P < 0.05).
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B) Participacion de los canales Cay en la movilidad activada del espermatozoide

El efecto del Ca** externo observado sobre la movilidad de los espermatozoides de
humano y la presencia de canales de Cay tanto HVA como LVA, sugiere la participacion
de estos canales en la movilidad. Para probar esta posibilidad se determiné el efecto de
bloqueadores para ambos tipos de canales: mibefradil y ZD7288 para LVA, nifedipina y
calciseptina para HVA, sobre la movilidad de los espermatozoides. Estos estudios se
llevaron a cabo en el medio Ham’s F-10, el cual tiene una concentracion de 0.3 mM de
Ca”*. El mibefradil es un bloqueador que permite diferenciar a los canales LVA de los
HVA, ya que inhibe a los primeros a concentraciones bajas (~5 uM) y a los segundos a
mayores concentraciones (~30 pM) (Clozel et al., 1997). Rangos de concentraciones de
mibefradil de 5 pM no tiene efecto sobre la movilidad activada (Fig. 21A), estas
observaciones nos sugieren que los canales Cay3 no influyen sobre la movilidad basal del
espermatozoide de humano. Sin embargo, mayores concentraciones de mibefradil (30
uM) disminuyen el porcentaje de espermatozoides moviles y algunos parametros de la
movilidad como VAP, VCL y VSL (Tabla 5 y Fig. 21B), los valores de las tres velocidades
disminuyen, indicando que el espermatozoide tiene un movimiento progresivo y sugiere la

participacion de los canales HVA en la regulacion de la movilidad.

TABLA 5
PARAMETROS Mibefradil 30 uM
CASA (% Inhibicion)
Movilidad _
Activada 2548
VAP ' 3349
VSL 31+10
VCL 3115
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La nifedipina pertenece a la familia de las DHPs, las cuales selectivamente
bloguean las corrientes tipo L (1 - 10 um). Sin embargo, utilizamos concentraciones en un
rango de 1 a 20 um y no observamos ningun efecto sobre la movilidad activada del
espermatozoide de humano ni sobre otros parametros de la movilidad (Fig. 22A). La
calciseptina es un péptido aislado del veneno de la serpiente mamba negra que bloquea
también los canales tipo L (100 nM — 2 uM) (de Weille et al., 1991). Este bloqueador (500

nM - 5 uM) tampoco tuvo un efecto drastico sobre la movilidad (Fig. 22B).

C) Participacion de los canales tipo TRPC en la movilidad activada del
espermatozoide

Los estudios de inmunolocalizacién muestran que los canales TRPC se localizan
principalmente en el flagelo, lo que sugiere que estos canales podrian participar en la
regulacion del movimiento flagelar. Por lo que probamos el efecto de inhibidores de este
tipo de canales sobre la movilidad activada. ElI Ni?* inhibe la movilidad de manera
dependiente de la concentracion (Fig. 23). Después de 1 min. de incubacion con 0.3 mMy
con 1 mM de Ni?* hay ~15% y 20 % de inhibicidn, respectivamente. Debido a que solo se
observé un efecto en la movilidad a altas concentraciones de Ni**, se puede asociar este
efecto a través de canales tipo SOC y no a canales tipo T que son mas sensibles a Ni*".
Otra posibilidad, es que a altas concentraciones de Ni**, el efecto inhibitorio se deba al

bloqueo de la contribucion tanto de los canales Cav, como de los canales tipo TRPC y/o

SOCs.

El SKF96365 se ha utilizado como un bloqueador de canales tipo TRPC y/o SOC.
Nosotros usamos diferentes concentraciones (5, 10, 15 y 20 uM) de este compuesto y
encontramos que disminuye la movilidad de manera dependiente de la concentracion (Fig.

24A). Veinte uM de SKF96365 inhibe ~30% de la movilidad y disminuye los siguientes
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parametros: VAP, VCL, VSL, BCF (el movimiento del espermatozoide es progresivo) (Fig.
24B). La ICsp estimada para el SKF96365 fue de 7 uM (Castellano et al., 2003), la cual es
compatible con la reportada para bloquear los TRPC recombinantes (ICso 5-8 uM) (Zhu et
al., 1998). Debido a que el porcentaje de inhibicion de la movilidad no fue muy alto, se
podria pensar que este tipo de canales influyen en la concentracion de Ca?" intracelular
basal y de manera indirecta regulan la movilidad o los canales tipo TRPC son una de las
entidades que regulan la entrada de Ca®" necesario para la movilidad de los
espermatozoides. Otros bloqueadores para canales tipo SOCs o TRPCs como el
Gadolinio y el 2-APB (Fig. 25A y B, respectivamente), no tuvieron ninguna repercusion
sobre la movilidad. Quiza estos bloqueadores tengan un efecto diferencial entre los
canales TRPC que codifican para SOCs y los que presentan otro mecanismo de apertura,
lo cual hasta la fecha no se ha establecido. Por ejemplo se reporté que concentraciones
del orden micromolar de Gd*" aumentan las corrientes mediadas por TRPC4 y TRPC5,
mientras que concentraciones del orden milimolar las inhibe (Jung et al., 2003). Ademas,
TRPC3 de humano expresado heterélogamente es insensible a lantanidos (La3+ y Gd*)
(Trebak et al., 2002) y el lantano puede inhibir a algunos TRPC y activar a otros como el

TRPC4 y TRPC5 (Jung et al., 2003).
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Figura 21. EI mibefradil inhibe la movilidad activada y algunos de sus
parametros en el espermatozoide de humano. (A) Los espermatozoides se
incubaron a 37°C durante 10 minutos en presencia de diferentes
concentraciones de mibefradil. Los datos representa el porcentaje de inhibicion
(promedio + EE). (B) A 30 uM el mibefradil inhibe la movilidad en un 25% y la
VCL, VSL y VAP (n = 8). A esta concentracion la inhibicion es estadisticamente
significativa (*P < 0.05). '
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Figura 22. La nifedipina y la calciseptina no inhiben la movilidad
activada del espermatozoide de humano. Los espermatozoides se
incubaron a 37°C durante 10 minutos en presencia de diferentes
concentraciones de nifedipina (A) y calciseptina (B). Los dos antagonistas no
tienen ningin efecto sobre la movilidad (n = 4). Los datos representa el
porcentaje de inhibicion (promedio + EE).
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Figura 23. El Ni?* inhibe parcialmente la movilidad activada de manera
dosis dependiente del espermatozoide de humano. Los espermatozoides se
incubaron a 37°C en presencia de diferentes concentraciones de Ni%*. (A) El Ni?*
inhibe la movilidad y (B) algunos parametros de la movilidad (n = 10). Los datos
representa el porcentaje de inhibicién (promedio + EE). A partir de 0.3 mM el
porcentaje de inhibicion es estadisticamente significativo (*P < 0.05).
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Figura 24. El SKF96365 inhibe parcialmente la movilidad activada de
manera dosis-dependiente del espermatozoide de humano. Los
espermatozoides moviles se incubaron a 37°C durante 10 minutos en presencia
de diferentes concentraciones de SKF96365. (A) EI SKF inhibe la movilidad y
(B) algunos parametros de la movilidad (n = 7). Los datos representa el
porcentaje de inhibicion (promedio + EE). A 20 uM de SKF el porcentaje de
inhibicion es estadisticamente significativo (*P < 0.05).
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Figura 25. Dos antagonistas de los canales tipo SOC no inhiben la
movilidad activada del espermatozoide de humano. Los espermatozoides
se incubaron a 37°C en presencia de diferentes concentraciones (A) Gadolinio y

(B) 2-APB (n = 3). Los datos representa el porcentaje de inhibiciéon (promedio +
EE). '
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D) Participacion de los canales Cay y tipo TRPC en la movilidad hiperactivada del

espermatozoide

Recientemente Carlson y cols. propusieron que CatSper1 podria funcionar como un
canal de Ca®* dependiente de voltaje que controla la entrada de Ca®* en espermatozoides
hiperactivados de raton (Carlson et al., 2003). De acuerdo con estos antecedentes y con
nuestros resultados se podria pensar que los canales de Ca®* dependientes de voltaje tipo
HVA y LVA posiblemente tengan un papel importante en la regulacién de la movilidad
hiperactivada. Trabajos pioneros reportaron que los espermatozoides de humano no
presentaban hiperactivacion (Yanagimachi, 1981), mas tarde bajo condiciones de
capacitacion dos grupos independientemente observaron dos subpbblaciones (Burkman,
1984). En humano el porcentaje de espermatozoides que se hiperactiva es relativamente
bajo (20%) comparado con otras especies (80%). Aunque la hiperactivacion es un cambio
funcional que ocurre durante la capacitacion, las vias de sefalizacion de estos dos
eventos no estan acopladas completamente. Para que un espermatozoide se le considere
como hiperactivado debe cumplir con las sig.uientes caracteristicas: VCL + 150 um/s, LIN
< 50% Y ALH + 7.0 um (Mortimer, 2000). Probamos el efecto farmacologico de varios
inhibidores de canales de Ca?*. Ni los inhibidores de los canales Cay (mibefradil (5 — 40
- uM), nifedipina (1 — 30 pM) y nimodipina (2 - 30 uM) (Fig. 26A, B y C respectivamente)) ni
los inhibidores de los canales tipo TRPC (SKF96365 (5 — 20 uM) y 2-APB (10 — 75 pM)
(Fig. 27)), tuvieron efecto sobre la movilidad hiperactivada del espermatozoide. En
condiciones control, el porcentaje de hiperactivacion varié entre 10-20%. Estos resultados
indican que los canales Cay y los TRPC tampoco éstén participando de manera notable

en la movilidad hiperactivada.
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Dado que la hiperactivacion es un evento que se lleva a cabo durante la
capacitacion, probamos el efecto de algunos de los bloqueadores (SKF y 2-APB) (Fig. 28)
y Ni** (datos no mostrados) durante el periodo de capacitacion. En esta condicién
tampoco observamos efecto notable de los bloqueadores en el proceso de la

hiperactivacion, ya que los espermatozoides se hiperactivan igual que el control.

Para determinar si los canales tipo TRPC tenian algan efecto en la movilidad
hiperactivada del espermatozoide de humano se probaron dos antagonistas de este tipo
de canales (SKF96365 y 2-APB) a las concentraciones que se usaron para la movilidad
activada. Con estos compuestos se incubaron a los espermatozoides tanto durante el
periodo de la capacitacion como después del periodo de capacitaciéon (6 h). Nuestras
observaciones indican que en ambas condiciones estos inhibidores no afectan de manera
significativa la hiperactivacion del espermatozoide de humano (Fig. 27 y 28). También se
probé diferentes concentraciones de Ni?* durante el periodo de la capacitacion (datos no

mostrados) y tampoco se observé un efecto notable sobre la hiperactivacion.

Es probable que la funcién de los canales Cay sea inducir la movilidad en
espermatozoides inmaduros como en el caso de la defensina o que su participacion sea
muy sutil y se refleje en alguno de los parametros de movilidad. Para ello se puede hacer
un andlisis mas detallado de la curvatura del flagelo (amplitud de ia curvatura y diametro
de la curvatura) y lo cual no puede ser medido con el equipo Hobson, para ello se requiere

de un sistema de analisis especializado.
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Figura 26. Tres antagonistas de los canales Ca, no inhiben Ia
hiperactivacion de los espermatozoide de humano. Los espermatozoides
después de capacitados (6 h) se incubaron durante 10 minutos en presencia de
diferentes concentraciones de (A) Mibefradil, (B) Nifedipina y (C) Nimodipina (n
= 3). Los datos representan el porcentaje de hiperactivacion (promedio + EE).
Las diferencias no son estadisticamente significativas.
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Figura 27. Dos antagonistas de los canales tipo SOC (SKF96365 y 2-APB)
no inhiben la hiperactivacion de los espermatozoide de humano.Los
espermatozoides después de capacitados (6 h) se incubaron durante 10 minutos
en presencia de diferentes concentraciones de (A) SKF96365 y (B) 2-APB (n =
3). Los datos representan el porcentaje de hiperactivacion (promedio + EE). Las
diferencias no son estadisticamente significativas.
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Figura 28. Dos antagonistas de los canales tipo SOC (SKF y 2-APB) no
inhiben la movilidad hiperactivada del espermatozoide de humano durante
el tiempo de la capacitacion. Los espermatozoides se incubaron durante el
tiempo de la capacitaciéon con diferentes concentraciones de (A) SKF y (B) 2-
APB (n = 6). Los datos representan el porcentaje de hiperactivacion (promedio +
EE). Las diferencias no son estadisticamente significativas.

69



D) Efecto del ZD7288 sobre la movilidad del espermatozoide

En estudios realizados en el laboratorio se encontré que el ZD7288, un bloqueador
de los canales activados por hiperpolarizacion y por nucleétidos ciclicos (AMPc y GMPc),
también bloquea a las corrientes de Ca** tipo T en células espermatogénicas de raton con
una ICsp ~100 pM, y a las expresadas heterdlogamente en células HEK-293, pero no
afecta las corrientes tipo N (Felix et al., 2003). Por lo tanto, decidimos probar su efecto
sobre la movilidad del espermatozoide. Sorprendentemente este bloqueador cambia el
patron de movimiento del espermatozoide de humano, hiperactivando los
espermatozoides tanto capacitados como no capacitados. El porcentaje de hiperactivacion
es dependiente de la concentraciéon, observandose hasta un 60% de espermatozoides
hiperactivados a una concentracion de 500 uM en condiciones de capacitacién y de no-
capacitacion (Fig. 29A). Este compuesto no afecta el porcentaje de movilidad pero si sus
parametros, VCL y ALH aumentan (Fig. 29B y 30A) y LIN disminuye (Fig. 30B). Como se
menciono anteriormente, la definicién cinematica para la movilidad hiperactivada es VCL +
150 pM, LIN <50% y ALH + 7.0 uM. Durante la hiperactivaciéon de los espermatozoides de
hamster, la concentracion de Ca* citoplasmico es mayor que cuando estan activados. En
este sentido seria importante determinar si este compuesto podria facilitar la entrada de
Ca* al citoplasma del espermatozoide promoviendo la hiperactivacion. Datos no
public.ados indican que se requiere de Ca*' externo para que el ZD7288 induzca
hiperactivacion en el espermatozoide de humano, lo que sugiere que este compuesto
podria activar la entrada de Ca* (efecto contrario a lo esperado, ya que en general opera
como un bloqueador de canales y no como activador), lo cual induciria la hiperéctivacién
del espermatozoide. Otra posibilidad, es que el ZD7288 actuara bloqueando las bombas

que permiten la salida de Ca®" (Ca®*-ATPasa) del citoplasma al exterior de la célula o que
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esté bloqueando al intercambiador Na*/Ca?*, y esto ocasioné que haya un aumento del

Ca“ intracelular y como consecuencia la hiperactivacion del espermatozoide.
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Figura 29. El ZD7288 hiperactiva a los espermatozoides de humano. Los
espermatozoides se incubaron durante 15 min. en presencia de diferentes
concentraciones de ZD7288 (n = 5). Los espermatozoides se hiperactivan de
manera dosis-dependiente (A) y la velocidad promedio VCL aumenta (B). Los
datos representan el porcentaje de aumento de la hiperactivaciéon y de la VCL

(promedio + EE). El aumento de la hiperactivacion y de la VCL son
estadisticamente significativos (*P < 0.05).
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Figura 30. El ZD7288 hiperactiva a los espermatozoides de humano y
cambia algunos de sus parametros. Los espermatozoides se incubaron
durante 15 min. en presencia de diferentes concentraciones de ZD7288 (n = 5).
El desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) aumenta (A) y la linealidad (LIN)
disminuye (B). (promedio + EE). El aumento de ALH y la disminucion de la LIN
son estadisticamente significativos (*P < 0.05). '

73



IV.DISCUSION

Existen estudios que indican la importancia del Ca®* en varios procesos fisioldgicos
del espermatozoide, tales como la movilidad, la capacitaciéon y la RA (Benoff, 1998;
Darszon et al.,, 2005). Sin embargo, poco se conoce acerca de los mecanismos
moleculares que regulan estos _eventos. Estudios previos muestran la presencia de
canales HVA en el espermatozoide de mamifero. En el espermatozoide de raton Cav1 2y
Cay2.1 se localizan en el flagelo (Serrano et al., 1999; Westenbroek y Babcock, 1999;
Carlson et al., 2003) y Cay1.2 en la region acrosomal del espermatozoide de humano y de
rata (Goodwin et al., 1997; Goodwin et al., 1998). En el presente trabajo se mostré que
anti-Cay1.2 reconoce la pieza media y con menor intensidad la pieza principal del flagelo y
anti-Cay2.3 se localiza en la pieza principal y en el segmento ecuatorial de la cabeza. La
diferencia en el patrén de fluorescencia para Cay1.2 se puede deber a que se utilizaron
diferentes técnicas de inmunolocalizacion o porque los anticuerpos que se emplearon
reconocen diferentes epitopes, ya que en nuestro caso usamos un anticuerpo policlonal y
en el caso de Goodwin y cols., utilizaron un anticuerpo monoclonal (Goodwin et al., 1997;
Goodwin et al., 1998) . A nivel de proteina no detectamos Cay1.3 y Cay2.1 lo cual es
consistente con estudios recientes, donde se mostré en espermatozoides de humano la
presencia del RNA mensajero para Cay1.2, Cay2.2, Cay2.3, Cay3.1, Cay3.2 y Cay3.3
pero no se detectaron los RNA mensajeros para Cay1.3 y Cay2.1 (Park et al., 2003). A
pesar de que se detectd él RNA mensajero de Cay2.2 en el espermatozoide de humano
(Park et al., 2003), nosotros no lo pudimos detectar a nivel de proteina, esto quiza se deba

a que el espermatozoide es una célula terminal que no es capaz llevar a cabo la sintesis
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de proteinas, o que la sensibilidad de nuestro ensayo no es suficiente para detectar
niveles bajos de expresién.

Las células espermatogénicas (CE) de ratdn expresan funcionalmente las
corrientes tipo T, y por estudios de RT-PCR se mostrd la presencia de dos genes que
codifican para los canales tipo T (Cay3.1 y Cay3.2) tanto en ratdon como en humano
(Espinosa et al., 1999; Son et al., 2000; Jagannathan et al., 2002). Sin embargo, la
expresion de Cay3.3 no se habia determinado en CE de ratdén. En nuestro laboratorio, en
estas células mediante experimentos de RT-PCR usando oligos especificos se obtuvo una
banda de 404 pb, que corresponde al canal Cay3.3 de raton (Trevino et al.,, 2004). La
expresion del RNAm de esta isoforma se habia reportado exclusivamente en cerebro (Lee
et al., 1999b; Talley et al., 1999), pero recientemente su presencia fue observada también
en espermatozoides de humano (Park et al., 2003).

Dado que los RNAm de los tres canales de Ca®" tipo T estan presentes en
eyaculados de humano (Park et al., 2003), fue interesante establecer si estos canales se
expresan a nivel de proteina en el espermatozoide. Para este fin, se utilizaron seis
anticuerpos policlonales contra los tres diferentes canales Cay3, tres contra las regiones
N-terminal y tres contra las regiones C-terminal. Los anticuerpos dirigidos bontra la region
C- y N-terminal de cada Cay3, produjeron patrones de tincidon similares. Mediante
microscopia confocal Cay3.1 produjo una sefal especifica en la cabeza y en el flagelo.
Cay3.2 reconoce la pieza principal del flagelo y Cay3.3 exclusivamente la pieza media.
Utilizando microscopia electronica se muestra que las particulas de oro se asociaron
preferehcialmente a la MP del flagelo y un poco menos én la cabeza. La baja abundancia
de los canales Cay en la cabezaA encontrado con esta técnica puede explicar nuestra

dificultad para detectar estos canales en la cabeza con inmunofluorescencia. La
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distribucion heterogénea de estos canales sugiere su posible participacion en funciones
diversas del espermatozoide. Especificamente, su presencia en el flagelo sugiere la
participacion en la movilidad del espermatozoide.

La presencia de multiples tipos de TRPC se han detectado en células
espermatogénicas y en el espermatozoide de ratén (Trevino et al., 2001). Sin embargo, en
espermatozoides de humano no se habia identificado su presencia. Los hallazgos
presentados en este trabajo son la primera evidencia de la expresion de los diferentes
canales TRPC en el espermatozoide de humano y su posible participacion en la movilidad
de estas células.

Las proteinas TRPC se inmunolocalizaron principalmente en el flagelo del
espermatozoide, aunque en algunos casos también hubo tincién en la cabeza. Estos
datos proporcionan evidencia de la heterogeneidad en la expresion de los canales TRPC
en el espermatozoide de humano y sugieren que pueden participar en la homeostasis del
Ca®, participando en varios papeles fisiolégicos de estas células. Los resultados de
inmunocitoquimica para TRPC1, 3 y 6 son consistentes con la presencia de TRPC1, 3y 6
a nivel de RNA (Castellano et al., 2003). Sin embargo, la presencia de TRP6 no se pudo
confirmar por microscopia electrénica, esta inconsistencia pudo deberse a problemas
técnicos asociados con el uso de diferentes diluciones del péptido antigénico y/o con el
uso de diferentes anticuerpos secundarios. Se debe conﬂrmaf la presencia de TRPC6
mediante estudios de Western blot. Adicionalmente, detectamos TRPC4 y TRPC5 con
anticuerpos pero no fue posible amplificar su correspondiente RNAm. La razdn de esta
discrepancia no esta determinada, tal vez la abundancia del RNAm es muy baja o se trate

de isoformas de TRPC4 y TRPC5 especificas para espermatozoide. La presencia de
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TRPC5 y TRPC6 se necesita explorar mas a fondo realizando experimentos de Western

blot.

El efecto del Ca®* externo observado sobre la movilidad de los espermatozoides de
humano_y la presencia de canales de Cay tanto HVA como LVA, nos sugieren la posible
participacion de estos canales en la movilidad. Para probar esta hipotesis se utilizaron
varios antagonistas de los Cay. El mibefradil es un bloqueador que permite diferenciar a
los canales LVA de los HVA, ya que inhibe a los primeros a concentracioneé bajas (~5
uM) y a los segundos a mayores concentraciones (~30 uM) (Clozel et al. 1997). Ademas,
en espermatozoides de humano capacitados y no capacitados se ha observado que el
mibefradil (ICso ~ 11 uM) inhibe la entrada de Ca®" activada por la progesterona (Garcia y
Meizel, 1999) y en CE de ratén bloquea las corrientes de Ca*" tipo T con una ICsp ~5 pM
(Arnoult et al., 1998). Con base en estos antecedentes decidimos probar el efecto del
mibefradil sobre la movilidad activada del espermatozoide de humano. En nuestros
estudios, el mibefradil no afecté la movilidad activada a las concentraciones que bloquea a
los canales tipo HVA. Pof otro lado, se ha observado que este compuesto también inhibe
las corrientes tipo LVA a concentraciones mayores y dada la presencia de canales de
Ca®* tipo LVA decidimos probar concentraciones mayores de mibefradil. Ademas, en
células de miocitos de cobayo que tienen corrientes de Ca®* tipo T y L, el mibefradil inhibe
las corrientes T con una ICsy ~1.6 uM y las corrientes tipo L con una ICso ~ 28 uM (Clozel
et al., 1997). En este trabajo reportamos que cdncentraciones mayores de mibefradil (20-
30 uM) producen una disrhinucién de la movilidad activada en un 25%, indicando la
posible participacion de los canales tipo HVA sobre la movilidad activada del

espermatozoide de humano. Para confirmar estos resultados se emplearon antagonistas
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de los canales tipo HVA como la nifedipina (5 - 20 uM) y la calciseptina (1 - 5 uM). Sin
embargo, no se observé un efecto significativo sobre la movilidad activada del
espermatozoide de humano. En conjunto, estos resultados indican que los canales de
Ca?* tipo HVA vy LVA, no participan notablemente en la movilidad basal del
espermatozoide de humano y que el efecto del mibefradil observado sobre la movilidad tal
vez sea a través de otro blanco o que la movilidad del espermatozoide es regulada por la
contribucion de varios tipos de canales de Ca?*. También es importante mencionar que
dos reportes recientes indican que ratones que tienen mutado Cay3.1 (Stamboulian et al.,
2004) y Cay3.2 (Chen et al., 2003) soh fértiles, pero no se puede descartar la participacion
de los canales Cay en la movilidad del espermatozoide hasta que no se tenga un doble
mutante, pues puede haber redundancia en la funcidon. Alternativamente, estos canales
bodrian estar participando en el proceso de maduraciéon durante su paso por el epididimo,
como es el caso de Bin1b (un miembro de la familia de la B-defensina) que induce
aumento de Ca®" y regula la movilidad progresiva en el espermatozoide inmaduro que se

encuentra en el segmento inicial del epididimo (Zhou et al., 2004).

En estudios previos se mostrd la presencia de distintos TRPCs, no solo en la
cabeza sino también en el flagelo del espermatozoide de ratéon (Trevino et al., 2001)
sugiriendo que pueden estar implicados en determinar la movilidad. Ademas, un reporte
reciente indica que los SOCs regulan la quimiotaxis y la movilidad en espermatozoides de
ascidia (Yoshida et al., 2003). Dado que el Ni** bloguea los SOCs involucrados en la
reaccion acrosomal de ratéon (ICso ~ 500 pM) (O'Toole et al., 2000), probamos su
capacidad para inhibir la movilidad del espermatozoide de humano. Encontramos que el
Ni?* medianamente afecta la movilidad de manera dosis-dependiente, disminuyéndola en

~20% a 1 mM y diferencialmente altera algunos de los pardmetros de movilidad. El Ni?* a

78



esta concentracion puede afectar tanto el Ca®* basal a través de los SOC y/o TRPCs
parcialmente activados en los espermatozoides en movimiento como influir en el Ca*
alterando otros sistemas de transporte de Ca?* como el intercambiador Na*/Ca*" (Egger et
al., 1999). Por otro lado, los canales de Ca** tipo T que son mas sensibles a Ni** (Lee et
al.,, 1999a), parece que no afectan la movilidad basal. Considerando la inespecificiadad
del Ni**, no se puede descartar la participacion de otros transportadores que aumenten la
concentracion de Ca** como los canales de las pozas internas (receptor a IP3) o canales
cationicos no selectivos regulados por AMPc, como el CatSper (Ren et al., 2001,
Wennemuth et al., 2003). Por otro lado, el efecto de Ni#* a 1 mM puede ser el resultado
del bloqueo de todas las contribuciones individuales de los canales Cay, TRP y/o SOCsy
probablemente otro tipo de canales de Ca®*.

Para establecer la contribucion de los canales TRPC y/o SOCs en la movilidad del
espermatozoide de humano, probamos el SKF96365, un bloqueador de estos canales.
Encontramos que este compuesto reduce la movilidad de manera dosis dependiente. Con
10 minutos de incubacion, 20 uM de SKF96365 inhibe ~70% de la movilidad basal. La ICso
estimada para esta inhibicion (~7 uM) es consistente con la reportada para bloquear los
canales TRPC recombinantes (ICsq 5-8 uM) (Zhu et al., 1998; Halaszovich et al., 2000). Es
importante mencionar que 20 uM de SKF96365 no afecta significativamente la actividad
de los canales de Ca® tipo T registrados en células espermatogénicas de raton,

sugiriendo que efectivamente los canales TRPC y/o SOCs pueden influir en la regulacion
de la movilidad basal.

Nuestros hallazgos con Ni?* y SKF96365 indican que los canales TRPC y/o SOCs
pueden influir en la movilidad. En este escenario, son paraddjicos los resultados obtenidos

con Gd* y 2-APB (antagonistas de los SOCs) ya que no afectaron la movilidad de
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manera significativa. Posiblemente estas observaciones inesperadas resultan de las
complejas interacciones entre estos dos compuestos y los canales tipo SOCs y/o TRPCs.
La mayoria de los canales TRPC se bloquean con lantanidos, sin embargo, a
concentraciones micromolares (1-1000 uM) el Gd** y el La*" activan las corrientes TRPC5
expresadas heterdlogamente, mientras que a concentraciones milimolar (5 mM) las
inhiben (Jung et al.,, 2003). Ademas hTRPC3 expresado heterélogamente en células
HEK293 es insensible a Gd*" (Trebak et al., 2002). En cambio TRPC6 expresado
heterdlogamente es sensible a La** y Gd*" (1-1000uM). lgualmente, 2-APB inhibe
parcialmente hTRPC3 a altas concentraciones (100 pM) (Trebak et al.,, 2002). Se ha
especulado que estas caracteristicas farmacoldgicas pueden resultar de diferentes modos
de activacion de los canales y también pueden reflejar diferencias en su estructura
molecular. Los canales TRPC de los espermatozoides que modulan movilidad pueden ser
diferentes que aquellos responsables de la entrada de Ca?* capacitativa y ser operados
por receptor o activados por segundos mensajeros. Alternativamente, existe la posibilidad
que los TRPCs de los espermatozoides implicados en la mqvilidad sean heteromultimeros
con un perfil farmacologico particular.

Algunas evidencias indican que TRPC2 participa en la entrada sostenida de Cca®*
durante la RA en ratones '(Jungnickel et al., 2001). Sin embargo, el raton mutante para
mMTRPC2 no se ve afectado en su fertilidad (Stowers et al., 2002; Lobley et al., 2003).
Estos hallazgos sugieren que el canal idnico involucrado en el aumento sostenido de Ca**
necesario para que se lleve a cabo la RA puede ser un tetramero compuesto por
diferentes proteinas TRPC. Ademas,-en humano el TRPC2 esta considerado como un

pseudogen (Vannier et al., 1999), de esta forma TRPC1, 3, 4 y 6 presentes en la cabeza
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del espermatozoide pueden ser candidatos para formar los SOCs que pueden participar
en la RA del espermatozoide de humano.

Por dltimo, la senal externa que modula la movilidad del espermatozoide no se
conoce bien, nuestras observaciones son consistentes con el conocido papel fundamental
del Ca”" en la movilidad. El balance de Ca’" puede ser influenciado por los canales TRPC
y/o SOCs que tienen un amplio rango de modos de regulacion. En el futuro se tendra que
determinar el mecanismo exacto por el cual los TRPCs contribuyen a la entrada de Ca*" al
espermatozoide, y el papel que estas proteinas tienen en la regulacion del metabolismo
celular y la respuesta a senales extracelulares durante la movilidad del espermatozoide.

El Ca” tiene un papel muy importante en la regulacién de la movilidad
hiperactivada. Ya que en espermatozoides de hamster se requiere de Ca®" extracelular
para mantener la hiperactivacién in vitro (Yanagimachi, 1994), y el tratamiento de
espermatozoides de ratéon con el ionoforo de Ca®* A23187 rapidamente induce la
hiperactivacion de la movilidad (Suarez and Osman, 1987). Asimismo, se han visto
fluctuaciones en la [Ca®"}; en la pieza media distal y proximal del flagelo, en el acrosoma y
en la region postacrosomal durante la movilidad hiperactivada (Suarez et al., 1993). Las
ﬂuctuacioneé detectadas en la [Ca*'], se pueden atribuir a una rapida apertura y cierre de
canales de Ca”" combinada con la participacion de bombas e intercambiadores y una
rapida unién y liberacion de Ca®* por medio de proteinas con afinidad a Ca’*. Para
estudiar la posible participacion de los canales Ca, y los canales tipo TPRC en la
hiperactivacion, los espermatozoides se incubaron con diferentes concentraciones de
nifedipina (1 - 30 uM), nimodipina (2 - 30 uM), mibefradil (5 - 40 uM), SKF96365 (5 — 20
pM) y 2-APB (10 — 75 pM), tanto durante como después del periodo de capacitacion. Sin

embargo, parece ser que los canales Ca, y TRPC y/o SOCs no tienen efectos muy
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notables sobre la movilidad hiperactivada. Puede ser que estos canales estén regulando
de manera sutil la movilidad o que todos o mas de uno participen en la entrada de ca”.
En un estudio reciente llevado a cabo en nuestro laboratorio en espermatozoides de erizo
de mar, se observd que la nimodipina inhibe el aumento de Ca* transitorio inducido por
GMPc. Este aumento transitorio de Ca®* regula la asimetria del flagelo del
espermatozoide de erizo de mar, pero esto ocurre en milisegundos (Wood et al., 2003).
Esto sugiere que los canales Cay podrian estar reguiando la forma de bateo flagelar, lo
cual no es posible determinar con el sistema CASA. Por otro lado, recientemente se ha
propuesto que CatSper1 y CatSper2 podrian funcionar como canales de Ca** que
controlan la entrada del i6n y que regulan la movilidad hiperactivada, ya que los
espermatozoides CatSper"' no son capaces de llevar a cabo esta funcion. A continuaciéon
se presenta un modelo del mecanismo de regulacién de la movilidad hiperactivada. En la

que planteamos el posible mecanismo de regulacién de la movilidad hiperactivada.

MECANISMO DE REGULACION DE LA HIPERACTIVACION

Numerosos factores fisiologicos, como el Ca?*, el AMPc, el bicarbonato y algunos
substratos metabdlicos son esenciales para el inicio y mantenimiento de la movilidad
hiperactivada in vitro. En la figura 31 se muestra un modelo del mecanismo de regulacién
de la hiperactivacion, donde se sefiala al Ca®** y al AMPc entre los factores mas
importantes en la regulacion de este evento. En el modelo, una senal fisiologica
desconocida activa una fosfolipasa C (PLC) a través de un receptor (R4) acoplado a una
_proteina G heterotrimérica (Ggn1) ¥y produce IP;. La union del IP3 a su receptor (IP3R)
causa un aumento del Ca?' citoplasmico. La activacién de la adenilato ciclasa (AC) a

través del Ca** citoplasmico y de proteinas G aumenta los niveles de AMPc, también el
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bicarbonato puede causar un aumento del AMPc activando directamente una adenilato
ciclasa soluble (ACs). El AMPc puede activar a un canal de Ca®*, como canales Cay, CNG
o CatSper. Es posible que la entrada de Ca®* que regula la hiperactivacion, se lleve a
cabo a través de CatSper, pues se ha observado que espermatozoides de ratones
CatSper"' (Quill et al., 2003), no son capaces de hiperactivarse, lo cual sugiere que este
canal podria sér el responsable de la entrada de Ca** necesaria para que ocurra la
hiperactivacion. Otra posibilidad es que existan varios tipos de canales de Ca? que estén
contribuyendo en la regulacién de la movilidad del espermatozoide, ya que nuestros
resultados indican que los canales Cay y TRPC no afectan notablemente la movilidad
activada e hiperactivada del espermatozoide de humano, esto aunado a los datos
recientemente publicados, donde se ha observado que ratones que tienen mutado Cay3.1
(Stamboulian et al., 2004) y Ca\3.2 (Chen et al., 2003) son fértiles. Ademas el aumento de
AMPc activa una proteina cinasa A (PKA) y fosforila proteinas del axonema o de la vaina
fibrosa lo cual resulta en el movimiento flagelar. Una concentracion alta de Ca®* y del
complejo Ca*/calmodulina son los responsables de la asimetria en movimiento flagelar

que se observa en la hiperactivacion (Fig. 31) (Ho y Suarez, 2001).
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V.CONCLUSIONES

Los canales de Ca*" dependientes de voltaje y los TRPC se encuentran distribuidos

diferencialmente en el espermatozoide de humano.

Los canales de Ca?" dependientes de voltaje no participan de manera notable en la

movilidad activada e hiperactividad del espermatozoide de humano, bajo las condiciones

experimentales estudiadas.

Los canales tipo TRPC podrian estar participando en la movilidad activada de manera
parcial y no participan de manera notable en la regulacion de la movilidad hiperactivada

del espermatozoide de humano, bajo nuestras condiciones experimentales.

La presencia de los canales Cay y TRPC en la cabeza del espermatozoide de humano

sugieren su posible participacién en la regulacion de la reaccién acrosomal.
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VLPERSPECTIVAS

Hacer estudios del efecto de los bloqueadores de los canales de Cay y de los canales tipo

TRPC sobre curvatura del flagelo, tales como diametro y amplitud de la curvatura.

Investigar si existen otras entidades moleculares que regulen el Ca’" intracelular en el
espermatozoide de humano y estudiar su posible participando en la regulacion de la

movilidad de dicha célula.

Estudiar el efecto del ZD7288 sobre los niveles de Ca®* intracelular en células en

poblacion, en célula Unica pegada y en célula tinica en movimiento.

Estudiar el efecto del ZD7288 sobre el pH intracelular, sobre los niveles de fosforilacion y

de AMPc.
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Inmunolocalizacion de Cay3.2 en las células HEK293 que expresan
heterdlogamente Ca,3.2. (A, C, E, y G) Imagenes de las células HEK en
contraste de fases. (B) Imagen de inmunofluorescencia confocal de las células
HEK tefidas con el anticuerpo anti-Ca3.2. (D) La senal observada en B se
elimina al preincubar el anticuerpo con su péptido antigénico (1:5)
correspondiente. (F) Células incubadas Unicamente con el anticuerpo
secundario. (H) Autofluorescencia (n = 3).
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Inmunolocalizacion de Ca,3.2 en las células HEK293 que expresan
heterélogamente Ca,3.1. (A, C y E) Imagenes de las celulas HEK en
contraste de fases. (B) La Imagen de inmunofiuorescencia confocal de las
célutas HEK no muestra tincién con el anticuerpo anti-Ca,,3.2. (D) Células
incubadas Unicamente con el anticuerpo secundario. (F) Autofluorescencia (n
= 3).
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Inmunolocalizacion de Ca\3.2 en las células HEK-293 que expresan
heterélogamente Ca,3.3. (A, C y E) Imagenes de las células HEK en
contraste de fases. (B) La imagen de inmunofluorescencia confocal de las
células HEK no muestra tincién con el anticuerpo anti-Ca,3.2. (D) Células
incubadas Unicamente con el anticuerpo secundario. (F) Autofluorescencia (n
= 3).
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Inmunolocalizacién de Ca,3.3 en las células HEK-293 que expresan
heter6logamente Ca,3.3. (A, C, E, y G) Imagenes de las células HEK en
contraste de fases. (B) Iimagen de inmunofluorescencia confocal de las células
HEK tefiidas con el anticuerpo anti-Ca,3.3. (D) La sefnal observada en B se
elimina al preincubar el anticuerpo con su péptido antigénico (1:5)
correspondiente. (F) Células incubadas dnicamente con el anticuerpo
secundario. (H) Autofluorescencia (n = 3).
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Inmunolocalizaciéon de Ca,3.3 en las células HEK-293 gue expresan
heterdlogamente Ca,3.1. (A, C y E) Imagenes de las células HEK en
contraste de fases. (B) La Imagen de inmunofluorescencia confocal de las
células HEK no muestra tincion con el anticuerpo anti-Ca,3.3. (D) Células
incubadas Gnicamente con el anticuerpo secundario. (F) Autofluorescencia (n
=3).
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Inmunolocalizacion de Ca,3.3 en las células HEK-293 que expresan
heterologamente Ca,3.2.(A, C y E) Imagenes de las células HEK en
contraste de fases. (B) La imagen de inmunofluorescencia confocal de las
células HEK no muestra tincién con el anticuerpo anti-Ca3.3. (D) Células

incubadas Unicamente con el anticuerpo secundario. (F) Autofluorescencia (n
= 3). ‘
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Abstract Capacitative Ca’* entry is a process whereby the
activation of Ca?* influx through the g}asma membraoe is trig-
gered by depletion of intracellular Ca®* stores. Some transient
receptor potential (TRPC) proteins have been proposed as can-
didates for capacitative Ca** channels. Recent evidence indi-
cates that capacitative Ca®* entry participates in the sperm
acrosome reaction (AR), an exocytotic process necessary for
fertilization. In addition, several TRPCs have been detected
heterogeneously distributed in mouse sperm, suggesting that
they may participate in other functions such as motility. Using
reverse (ranscription-polymerase chaip reaction (RT-PCR)
analysis, RNA messengers for TRPCI, 3, 6 and 7 were found
in human spermatogenic cells. Confocal indirect immunofluores-
cence revealed the presence of TRPCI, 3, 4 and 6 differentially
localized in the human sperm, and immunogold transmission
electron microscopy indicated that TRPC epitopes are mostly
associated to the surface of the cells. Because all of them were
detected in the flagellum, TRPC channel antagonists were tested
in sperm motility using a computer-assisted assay. Our results

provide what is to our knowledge the first evidence that these -

channcls may influence human sperm motility.
© 2003 Published by Elsevier Science B.V. on behalf of the
Federation of European Biochemical Societies.

Key words: Ca®** channel; Capacitative Ca?* entry:
Transient receptor potential; TRPC; Store operated channel;
Sperm motility

1. Introduction

Capacitative Ca** entry in some mammalian cell types
helps to maintain Ca®* levels in intracellular stores that
may otherwise be depleted during production of repetitive
intracellular Ca?* (Ca®*i) spikes. However, ion influx through
this pathway can also generate Ca®* signals important for
other functions [1]. Recent evidence suggests that the protein
encoded by the transient receptor potential (rp) gene ex-

*Corresponding author. Fax: (52)-73-17 23 88.
E-mail address: darszon@ibt.unam.mx (A. Darszon).

' These authors conlributed equally.

pressed in Drosophila photoreceptors may be homologous
with capacitative Ca?* entry channels in mammals, usually
known as store operated channels (SOCs). Jn mammals, the
TRP channel superfamily is constantly growing and encom-
passes three main families according to structural motifs
(TRPC, TRPV and TRPM) [1,2].

TRPC channels are widely expressed in the nervous system
as well as in non-excitable cells and play fundamental roles in
processes ranging from sensory physiology to male fertility. In
mouse spermatogenic cells (SC), several kinds of mRNAs for
TRPCs (TRPCI-7) have been reported [3). As for the pro-
teins, immunocytochemical studies suggest the presence of
TRPCI, 3 and 6 in the mature mouse sperm [3]. In addition,
the presence of TRPC2 has been also detected in mouse sperm
and shown to functionally mediate Ca®* influx during the
acrosome reaction (AR) [4). In mouse, the AR is triggered
by ZP3, a glycoprotein of the egg’s zona pellucida (ZP), caus-
ing a transient Ca?* influx into sperm through voltage-gated
T-type Ca2* channels. This initial response promotes a sus-
tained increase in Ca?*i that drives the AR [5]. TRPC2 has
been proposed to participate in the sustained sperm Ca’*
influx triggered by ZP3 [4). Other TRPCs or unknown sub-
units may substitute for TRPC2 since TRPC2™/~ mutant
mice are fertite [6). It is worth mentioning that the human
TRPC2 genc appears 10 be a pseudogene, considering that
several expressed sequence-tagged clones (ESTs) show early
stop cadons [7). '

Interestingly, it has been found that TRPC channels are not
only localized to the sperm head, but several of these proteins
are present in the flagellum, suggesting that they may serve
sperm 1o regulate imporiant Ca®*-dependent events in addi-
tion to the AR. Although the function of the different TRPC
channpels in the sperm flagellum is unknown, it has been
speculated that they could participate in significant events
for fertilization such as the initiation of metility (activation)
and hyperactivation [3]. It is well known that Ca’*, acting
directly on the Ragellum axoneme, is a key regulator of sperm
motility and hyperactivation [8], however the mechanism by
which Ca?* reaches the axoneme to modulate motility has not
been identified. In this repoct, we show that TRPC Ca*"-per-
meable channels are expressed and differentially localized to
the mature human sperm head and importantly to the fla-
gellum, therefore they may influence flagellar movement.

0014-57937037822.00 © 2003 Published by Elscvier Science B.V. on behalf of the Federation of European Biochemical Socicies.
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This is consistent with alterations in the swimming character-
istics of sperm induced by TRPC channel antagonists.

2. Materials and methods

2.1. Ejaculates

Human sperm were obtained from normal fertile volunteers who
had authorized the use of their semen following an appropriate rou-
tine of donation. The experimental design complied with the precepts
of the Helsinki Declaration (1975).

2.2. Ribonucleic ucid (RNA) extraction and polymerase chain reaction
(PCR)

Total RNA was isolated from the ejaculate of nermozoospermic
volunteers using Trizol reagent (Gibco BRL) and ¢cDNA was synthe-
sized using \he Superscript first strand synthesis system (Invitrogen)
for reverse ranscription (RT)-PCR according to the manufacturer's
wmstructions. Specific primers for TRPC channels were designed based
on coding sequences, and the predicted sizes of the fragments are
shown in Table I, The typical PCR temperature profile was 40 cycles
of amplification (94°C for 1 min, 55°C for | min, and 72°C for 30 s),
and a final extension at 72°C for 3 min. The PCR products were
separated on agarose gels, purified and sequenced. Sequence identilies
were established by searching the databases using the NCBI BLAST
programs.

2.3. Indirect immunofluorescence (IF)

Sperm immunolocalization of TRPC channels was assessed by fluo-
rescence microscopy as previously described (3] In brief, human
sperm were fixed in 5% formaldehyde in phosphate-buffercd saline
(PBS) and then atlached to Teflon printed glass slides coated with a
bioadhesive. Cells were permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS
for 10 min and incubated for at least 30 min in a blocking solution.
Samples were then incubated overnight at room temperature with
primary antibodies at a 1:200 dilution {or 1:50 for TRPCS). Samples
were next incubated for 1 h at room temperature with Alexa$94 or
Alexad88 (Molecular Probes Inc.) conjugated secondary antibody.
Sperm were examined by coafocal flnorescence and phase contrast
microscopy.

2.4. Sample preparation and transmission electron microscopy (EM)

Sperm were fixed in a 4% paraformaldehyde-0.5% glutaraldehyde
solution in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.3) for 2 h and stored at 4°C
until processed. Cells were dehydrated in 50% ethanol {or 20 min and
then in 60~100% ethanol, The final pellet was embedded in LR white
resin (Blectron Microscopy Sciences) § days at 50°C. Ultrathin sec-
tions were cul and mounted onto nickel grids. Sections were first
incubated in a blocking solution containing 5% fetal bovine serum
and 0.005% Tween 20, and then incubated overnight with TRPC
channel-specific primary antibodies (Alomone Labs) diluted 1:20 in
PBS. Subsequently, samples were incubated 1 h with a goat anti-rab-
bit [gG secondary antibody (1:40) conjugated to 20 nm colloidal gold
particles (ZYMED). The sections were counterstained with uranyl
acelate and Jead citrate and then examined using a Phillips EM-201
eleciron microscope.

2.5. Swim-up preparation and evaluation of sperm motility

After liquefaction, 1 ml of Ham's F-10 was applied to | ml of
semea, after | h incubation at 37°C, the upper layer of the medium
was separated. The concentration of the cell suspension was adjusted
o 8-12% 10® cells/ml. Video-recording of 15-20 microscopic fields of

Table |

Sets of primers designed to amplify TRPC homologues from human SC
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the sperm sample was madc over | min using phase contrast micros-
copy. For cach sample, ~ 1200 motile sperm were tracked and ana-
lyzed with the Hamilton-Thome HTM-IVOS-12 computer-assisted
semen analysis (CASA) systern. Thirty frames were acquired at a
frame rate of 60 Hz. Sperm motility parameters measured included
progressive velocity (VSL; the straight-line distance from the begin-
ning to the end of each spcrm’s track divided by the time elapsed,
expressed in pum/s), the path velocity (VAP; the total distance along
the smoothed average path for each sperm divided by the time
elapsed, in um/s), the curvilinear velocity (VCL; the track speed, or
total distance covered by each sperm divided by the lime elapsed, in
pwnvs), amplitude of lateral head displacement (ALH, in um), beat
cross frequency (BCF, in Hz) and the derived parameters of linearity
(LIN=VSL/VCLXx 100%) and straightness (STR =VAP/VCL X
100%). TRPC blockers were prepared as 100 mM stock solutions in
distilled water (NiZ*, Gd** and SKF96365) or dimcthyl suifoxide
(DMSO) (2-aminocthoxydiphenyl borale; 2-APB).

3. Results

AR in mammals is triggered during gamete contact and
causes a transient Ca®* entry into sperm through voltage-
gated (Cay) channels which is followed by a second Ca**
influx that promotes a sustained increase in Ca?*i. Mamma-
lian TRPCs have emerged as candidates for the ion channels
that mediate this sustained Ca?* influx, however their expres-
sion and cell distribution have not been established in human
sperm [9). Therefore, it seemed necessary to determine which
members of the TRPC channel [amily are present in these
cells. :

Sperm are small differentiated terminal cells unable to syn-
thesize proteins; all their ion channels are made during sper-
matogenesis. SC are being used to study sperm ion channels
since they are larger and molecular biology techniques can be
applied [9]. Obtaining human SC is difficult [10), however,
semen (rom fertile men contains ~ 5% non-sperm cells (called
round cetls) [11] > 20X 108 cells/ml, there are at least 1 X 10%
ml round cells. More than 94% of the round cells in human
ejaculates are germinal and those remaining are epithelial and
blood cells [12]. Thus, the mRNAs found in ejaculates are
derived mainly (rom the SC since mature sperm have only a
few mRNAs [13]. Here, a set of ohigonucleotides (Table 1) was
designed to amplify the six different known mammatian
TRPC genes from human ejaculates (ATRPC2 is a pseudo-
gene) using RT-PCR. Fig. | shows a 1% agarose gel with
ethidium bromide staining of the PCR products for TRPCJ,
3, 6, and 7 from human egjaculate cDNA. The PCR products
were sequenced, and the identities of the amplicons were veri-
fied by database homology searches. These data indicate that
multiple TRPC genes are expressed in human SC.

We used antibadies against TRPCI, 3, 4 and 6, whose spec-
ificity has been tested previously [3,9), to investigate their ex-
pression at the protein level in human sperm. Fig. 2A shows a
confocat IF image of human sperm treated with antibodies

Gene Forward primer 5'-3" Reverse primer 5'~3’ Ta (*C)fsize (bp)
TRPC! GCTAATGCCACGAAGT CGTTTGGGTGAGGACA 55/47)
TRPC3 GACATATTCAAGTTCATGGTCCTC ACATCACTGTCATCCTCAATTTC 551323
TRPC4 CTGCAAATATCTCTGGGAAGA GCTTTGTTCGTGCAAATTTCC 53/411
TRPCS GCTCGCAGCCACCCCAAAGGGAGGA CCAATGTCCCTACCCTGTTCTCCCAGCTCTC 651523
TRPC6 GACATCTTCAAGTTCATGGTCATA GACATCTTCAAGTTCATGGTCATA 53/320
TRPC7 TGCTGCTCAAGGGTGC CTGCTGACAGTTAGGGT 52/443

The predicted sizes and melting temperatures of the PCR producls (Ty) are indicated on the right.
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MW hTRPC!

hTRPC3 hTRPC6 hTRPC?7

650bp

400bp

100bp

Fig. I. RT-PCR analysis of TRPC mRNAs expression in human se-
men. MW, molecular weight markers; the order of the lanes is:
PCR products for hTRPC!, 3, 6 and 7.

directed to the TRPCI protein. As can be seen the principal
picce of the flagellum is heavily stained, showing uniform
fluorescence. although no fuorescent signal was detected in
the sperm midpiece. Additionally, in some cells TRPC1 pro-
tein showed a ring-shaped pattern at the posterior acrosoma)
region in the sperm head along the equatorial segment (not
shown). Both TRPC3 (Fig. 2B) and TRPC4 (Fig. 2C) gave
a strong signal in the midpiece. TRPC3 heavily stained the
acrosome region, sometimes with a punctuate aspect, and
TRPC4 showed a weak diffuse signal in the head and the
principal piece. Sperm incubated with the anti-TRPC6 showed
strong staining at the midpiece, punctuate pattern in the prin-
cipal piece and a weak and diffuse signal in the head (Fig.
2D). The specificity of the TRPC antisecra was demonstrated
by the absence of signal in sperm incubated with antisera (1:2
for TRPCI, 3 and 4; 1:6 for TRPC6) that had been pre-
incubated with their corresponding peptide antigens (not
shown). .

To ensure expression and confirm TRPC protein iocaliza-
tion, EM was next performed on the human sperm. Ejacu-
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Jated sperm were embedded and ultrathin sections were incu-
bated with TRPC antisera followed by a secondary antibody
conjugated to colloidal gold. The micrographs shown in Fig. 3
support our observations at the confocal microscopic levet
and illustrate that TRPCI, 3, and 4 are localized in both
the heads and flagella with no specific labeling detected in
the sperm nucleus. Furthermore, gold particles did not appear
to be distributed in the cell interior, instead TRPCI, 3, and 4
seemed to be preferentially associated with the plasma mem-
brane in the different regions of the cell. Control scctions in-

" cubated with antibodies blocked by the peptide antigen

showed only background levels of gold particles with no spe-
cific localization in the sperm. However, while the TRPCé
signal was abolished by competition with its corresponding
peptide antigen in IF experiments, it was not competed in
EM (not shown).

Immugoconfocal and EM wmages showed that TRPC chan-
nels in human sperm are strongly expressed in the flagellum,
suggesting that they may serve to regulate important Ca%*-
dependent events in this region such as flagellar beating.
Therefore, we pext used a CASA system (o assess the partic-
ipation of TRPC channels on sperm motility using pharma-
cological agents that inhibit their function,

A swim-up sperm suspension was diluted in Ham’s F-10
medium alone (control) or containing different concentrations
of Ni?* or SKF96365 and motility analyses were performed.
Ni?* has been shown to block the mouse sperm SOCs in-
volved in the AR with a K~ 500 uM [S]. After 1 min incu-
bation, | mM Ni?* caused a ~ 20% reduction in the number
of swimming cells (K; ~ 218 uM) (Fig. 4A). In addition, this
treatment decreased the following parameters in the remaining
motile sperm (Fig. 4B): fast motility, VSL and LIN. Similarly,
SKF96365, a blocker of TRPC channels, significantly de-
creased sperm motility in a dose- and time-dependent manner.
Application of 20 uM SKF96365 decreased the percentage of
motile sperm by ~ 30% after 1 min incubation (P < 0.05) and
differentially affected the individual motility parameters (Fig.
4C and D). This SKF96365 concentration inhibited 68.9 £ 9%

Fig. 2. ldentification and immunolocalization of TRPC channels in human sperm. Confocal fluocescence images of sperm labeled with specific
anli-TRPCI (A), anti-TRPC3 (B), anti-TRPC4 (C) and anti-TRPC6 (D) antibodies illustraling the staining pallern of the proteius.
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/‘

Fig. 3. Immunogold EM of TRPC channels in human sperm. Longiludinat sections showing the subcellwlar Jocalization of the TRPCI (A, B),
TRPC3 (C, D) and TRPC3 (E, F) anligens in lhe head and principal piece of the flagellum, respectively. The arrows indicate the gold particles
that label principally the periphery of the cells, though TRPC3 anlibody also labeled dense fibers and the ribs of the fibrous sheath in the fla-

gellum. Scale bars=0.4 pm.

of the motihty after a {0 min incubation (Fig. 4C). In con-
trast, 20 pM SKF96365 did not affect the magnitude of the
voltage-gated T-type current expressed in mouse SC (3 min
incubation, not shown). Lastly, we also tested the TRPC
channel blockers GdCl; and 2-APB in the 0.5-5 and 10-75
UM range, respectively, but they proved ineffective in altering
the sperm motility parameters (not shown).

4, Discussion

Diverse studies in mammalian sperm indicate that an in-
crease in Ca®*i is critical for several physiological processes
during fertilization, such as sperm modtilily, capacitation and
AR [9]. However, little is known about the motlecular identity
of the pathways that regulate these events. Recently, the pres-
ence of multiple types of TRPC mammalian homologues in
mouse SC and sperm was revealed (3]. A recent report indi-
cales that SOCs regulate chemotactic behavior in ascidian
sperm [14]. However, in human sperm TRPC channels have
not been identified and their possible functions are yet to be
defined. The Andings presented here provide what is to our
knowledge the first evidence for the cxpression of different

TRPC channels in human sperm and for their possible in-
volvement in the motility in these cells.

Positive immunolocalization of the TRPC proteins occurred
importantly in the tail region of human sperm, though in
some cases the heads were also immunopositive. These data
provided evidence of heterogeneity in the expression of TRPC
channels in human sperm and suggested that they may par-
ticipate in Ca®*i homeostasis and play several physiological
roles in these cells. Our immunocytochemistry results are ba-
sically consistent with the PCR data since we were able to
detect TRPCI, 3 and 6 both at the RNA and protein level,
The inconsistency between the IF and EM experiments re-
garding TRPC6 may be due to technical problems associated
with the use of a different secondary antibody. The presence
of TRPC6 should be confirmed by Western blot. Although we
also identified messenger for TRPC7, we could not confirm
the presence of this channel in sperm due to the lack of spe-
cific antibodies. Likewise, we detected TRPC4 with antibodies
but we were unable to amplify the corresponding mRNA,
even though the oligonucleotides used amplified TRPC4
from mouse brain and HEK293 cells (not shown). Thus, the
reason for this discrepancy is unknown; perhaps it lies within



L E. Casiellano er al IFEBS Letters 541 (2003) 69-74

A

154

[nhibition of metikity (% of cantrol)
=
L

[ ]
04— . ——
S 10 50 300 1000

N2 v

= 80

[

8

S 60 4

g

z ’

Z 40 4

Q

&

L3

o

g 20 4

‘o

%

RN .

5 10 15

[SKF) (uM)

Inhibitien (% of control)

7

2 (1 mM)
20

) III '
o i

\\\ QS) 45\" 66' \t\
<+ \>\"»
»

)

Inhibition (% of conuol)

4

o

SKF (20 j1M)

40
) i i i
0 - i '

N SO
‘w&;\ S ELEEs
N

‘9‘5

Fig. 4. CASA parameters of individual human sperm from cjaculates in the presence of TRPC inhibitors. A: Concentration-dependent inhibi-
tion of sperm motility by Ni?*. The inhibition curve was fitted with the Hill equation. B: The effects of the Ni*t treatment on the velocily pa-
rameters of sperm classified as average and fast motility as well as VSL, STR and LIN arc shown (1=10). C: Concentration- and time-depen-
dent inhibition of sperm motility by SKF96365. Data represent the percentage of inhibition (mean+S.E.M.) after 1 (filled bars, n=7) and
10 min (open bars, n=3) of SKF96365 treatment. D: The CASA parameters of sperm classified as: average motitity, (ast motlity, VAP, VSL,
STR, VCL, BCF and LIN obtained in the presence of drug are shown. The effects of both antagonists were evaluated as the ratio between the

posttreatment value and the control swim-up value (n=7),

the regulation of the mRNA decay {lS]. Alternatively, there
may be a sperm-specific TRPC4 isoform. Since we could not
detect TRPCS messenger and lacked specific antibodies for
this channel, its presence needs Lo be explored further.

Previous studies have shown reactivity of TRPC antibodies
not only in the head but also in the flagellum of mouse sperm
(3] suggesting that they may be implicated in determining
sperm motility. Since Ni?* blocks the SOCs involved in the
mouse AR (ICso of ~ 500 uM) [5], we tested its capacity to
nhibit human sperm motility. We found that though mildly,
Ni** affected cell motility in a dose-dependent fashion, de-
creasing it by ~20% at 1 mM and differentially altering the
motility parameters of swimming sperm. Ni** at this concen-
tration could be affecting basal Ca?* through SOCs partially
activated in swimming sperm. This concentration of Ni*t
could also influence Ca?*i altering other Ca®* transport sys-
tems such as the Na*/Ca** exchanger [16) and the other
TRPCs present in the flagella. On the other hand, it seems
that- T-type Cal* channels which are more sensitive 10 Ni2+
[17]. do not strongly affect basal sperm motility. The partic-
ipation of other transporters that elevate Ca2*i such as non-T-
type channels as well as channels {rom intracellular stores [18]
or plasma membrane non-selective cation channels regulated
by cAMP [19,20) cannot be ruled out.

To further establish the pharmacological profile of human
sperm ion channels involved in motility, another TRPC block-

er, SKF96365, was tested. This compound reduced motility in
a concentration- and time-dependent fashion. Remarkably. a
10 min incubation with 20 pM SKF96365 inhibited ~ 70% of
sperm molility. The estimated [Csy of ~7 uM for this inhi-
bition is consistent with the reported efficacy of SKF96365 to
block recombinant TRPC chanpels (ICs; 5-8 pM) {21,22). It
is worth mentioning that 20 uM SKF96365 did not signifi-
cantly affect Cay T-type channel activity recorded in mouse
SC, suggesting that TRPC channels can indeed influence
sperm motility.

Our Gndings with Ni** and SKF96365 indicate that TRPC
channels may influence flagellar motility. In this scenario, the
results with two other SOC antagonists, Gd** and 2-APB,
present something of a paradox since they do notl appear to
affect sperm motility. Possibly this unexpected finding arises
from the complex interactions between these (wo compounds
and the TRPCs. Micromolar Gd** has been reported to in-
creasc TRPC4- and TRPCS-mediated currents, while mM
Gd** inhibits them [23]. In addition, rccombinant heterolo-
gously expressed hTRPC3 is completely insensitive 10 this
lanthanide [24]. Likcwise, 2-APB only partially inhibits soinc¢
TRPC channels at concentrations as high as 100 uM [24]. It
has been spcculated that these pharmacological features may
result from the different modes of activation of the channels
and may also reflect differences in their molecular structure.
The sperm TRPC channels thai modulate motility may be
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different from those responsible for capacitative Ca?* entry
such as receptor operated, second messenger activated TRPC
channels (TRPC3, 6 and 7). Alternatively it remains possible
that the sperm TRPCs implicated in motility are heteromul-
timers with a peculiar pharmacological profile.

Recent evidence indicates that TRPC2 participates in the
sustained Ca’* entry during AR in mice [4]. Unexpectedly,
genetic ablation of mTRPC2 did not compromisc the fertile
capability of null mice [6,25]. These findings suggest that the
jon channel involved in the sustained increase in Ca2*i neces-
sary for the AR may be a tetramer composed of different
TRPC proteins. Furthermore, in humans 7RPC? is consid-
ered a pseudogene [26], thus TRPCI, 3, 4 and 6 present in the
sperm head would be candidates to form the SOC involved in
the human sperm AR.

Lastly, though the external signals that modulate sperm
motility are not well understood, our observations are consis-
tent with the known fundamental role of Ca®t in motility.
The balance of Ca?*i can be influenced by TRPC channels
that have a wide range of regulatory modes. It remains for
future studies to determine the exact mechanisms whereby
TRPCs contribute to Ca?* entry to sperm, and the role these
proteins play in the regulation of cellular metabolism and
responsiveness to extracellular signals during sperm motility.
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Abstract Numerous sperm functions including the acrosome
reaction (AR) are associated with Ca’* inflox through vol-
tage-gated Ca”* (Cay) chaunels. Although the electrophysiolog-
ical characterization of Ca®* currents in mature sperm has prov-
en difficult, functional studies have revealed the presence of low-
threshold (Cay3) channels in spermatogenic cells. However, the
molecular idegtity of these proteins remains undefined. Here, we
identified by reverse transcription polymerase chain reaction the
expression of Cay3.3 mRNA in mouse male germ cells, an iso-
form not previously described in these cells. Immunoconfocal
microscopy revealed the presence of the three Cay3 channel
isoforms iz mouse spermatogenic cells. In mature mouse sperm
only Cay3.1 and Cay3.2 were detected in the head, suggesting
its participation in the AR. Cay3.1 and Cay3.3 were found in
the principal and the midpiece of the flagella. All Cay3 channels
are also present in human sperm, but only to a minor extent in
the head. These findings were corroborated by immunogold
transmission electron microscopy. Tail localization of Cay3
channels suggested they may participate in motility, however,
mibefradil and gossypol concentrations that inhibit Cay3 chan-
nels did oot significantly afTfect human sperm motility. Only
higher mibelradil doses that can block high-threshold (HVA)
Cay channels caused small but significant motility alterations.
Antibodies to HVA channels detected Cayl.3 and Cay2.3 in
human sperm flageila.

© 2004 Published by Elsevier B.V. on behalf of the Federation
of European Biochemical Socicties.

Key words: Ca’* channel; Acrosome reaction;
Sperm motility; Gossypol; Mibefradil

1. Introduction

Sperm motility, capacitation and the acrosome reaction
(AR) are fundamental processes for fertilization [1-4]. The

*Corresponding author. Fax: (52777) 3172388.
E-mail address. darszon@ibt.unam.mx (A. Darszon).

! Present address: Depanrtment of Chemistry and Biochemistry, New
Mexico State Universily, Las Cruces, NM, USA,

effects of certain physiological agonists of these processes
are mediated by changes in the intracellular concentration
of Ca?* ([Ca’*),) {1-5). In particular, the mouse AR is asso-
ciated with a zona pellucida-induced fast transient [Ca?*), in-
creasc (~ 250 ms) involving the activation of low-threshold
activated (LVA or T-type) Ca’* channels which is followed by
a sustained increase lasting minutes that is linked to store-
operated channel (SOC) opening [6]. In spite of the crucial
role of LVA channels in sperm physiology [3,7,8}, their defin-
itive molecular identification and localization remains etusive.
This issue is further complicated by reports indicating that
high-threshold activaied (HVA) channels are also present
and functional in mammalian spermatogenic cells and mature
sperm [9].

The inability of sperm to synthesize proteins impedes (he
use ol standard molecular approaches. Their minute size,
complex geometry and motile nature have precluded a system-
atic electrophysiological characterization. For these reasons,
more recent efforts have focused on the germ-hine cells, the
progenitors of sperm [3,7,8]. Three different classes of LVA
Ca?* channels (known as Cay3.1-Cay3.3) have been cloned
and expressed [10-12]. The presence of mRNAs for Cay3.l
and Cay3.2, but not for Cay3.3, has been previously docu-
mented in mouse (13,14] and human {15] spermatogenic cells.
None of these channels has becn immunolocalized in sperm.
Very recently, using reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR) the expression of the mRNAs for all
Cay3 channels in motile human sperm was detected [16].
Here, we report the detection of a transcript for Cav3.3
from mouse male germ cells and the distribution of the differ-
ent tow-threshold Ca?* channel proteins in mouse spermato-
genic cells and mature mouse and human sperm. Consistent
with the expression of different low-threshold Ca?* channel
proteins, NiZ* inhibition ol whole-cell patch-clamp native cur-
rents in mouse spermatogenic cells unveiled the presence of
subtypes of Cay3 channels in these cells.

Lastly, since Cay3.2 and Cay3.3 channels are expressed
prominently in sperm flagella, studies were carried out o ex-
plore their involvement 1n motility. Although gossypol had
previously becn shown to inhibit motility in human sperm

0014-5793/04/$30.00 © 2004 Published by Elsevier B.V. on behalfl of the Fedecation of European Biochemical Socicties.
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(3 7). our results using computer-assisted sperm motility anal-
ysis (CASA) showed that concentrations of mibefradil (11)
and gossypol [18] (hat inhibit low-threshold Ca?* channels
in mouse spermatogenic cells did not reduce basal motility.
Other Ca®t-permeable channels like Catsper and SOCs have
been shown to modulate this important function [19-21).
Higher mibetradil concentrations that can block L-type
HVA channels inhibited spcrin motility and antibodies to
HVA channels detected Cayl.2 and Cay2.3 in human sperm
flagella. However, other blockers of L-type ¢hannels such as
nifedipine and calciscptine did pot significantly affect sperm
basal mouility.

2. Materials and methods

2.1{. RT-PCR

The isolation of RNA from mouse spermatogenic cells, preparation
of ¢cDNA and RT-PCR were ¢onducted as described previously
(22,23). The PCR prmers employed were: sense 5'-ATCTGCTCCC-
TGTCGG-3 ang antisense 5'-GAGAACTGGGTCGCTATG-3, The
conditions employed were as follows: after an initial (reatment for
5 min at 94°C, the following cycle was repeated 40 Umes: 30 s at
94°C, | min alL 54°C, and | min at 72°C. Final extension was 5 min
al 72°C. cDNA fragments amplified by PCR were analyzed in a 1%
agarose gel: the expected size for the PCR product corresponding to
Cay3.3 was 404 bp.

2.2 Immunolocalization of Ca* channels in spermatogenic cells and
sperm

2.2.1. Controls (no1 shown). HEK-293 cells stably expressing oug
(Cav3.), oyn (Cav3.2) and oy (Cay3.3) channels {24] were vsed to
determine the specificity of the pnmary antibodies (anti-Cay3.1,
Cay3.2 and Cav3.3 from Santa Cruz Biotechnology, and anli-
Cay3 1 from Alomone Labs). Anti-Cay3.2 aad anti-Cay3.3 gave quile
specific signals thal were competed by the corresponding antigen in
the cells expressing the matching channel isoform. Anti-Cav3.) from
Santa Cruz had some cross reaction with Cay3.3 and was competed
by its corresponding antigen in HEK-293 cells expressing Cav.1 or
Cav3.3. Aati-Cayl.) from Alomone was specific for HEK-293 cells
expressing Cay3.1. In addition, the specificily of the antibodies was
evaluated in mous¢ and human sperm using antibodies preadsorbed
with the synthctic antigenic peptides (1:2-1:8 antibody:peptide ra-
tios). In human sperm antibodies were (urther tested for specificily
by showing that only the corresponding peptide antigen, and not the
others, competed antibody binding.

2.2.2. Spermatogenic cells.  Aliquols of mouse spermatogenic cells
were obtained and processed as described previously [22,23). After
fixation with 5% paraformaldchydc and permeabilization with 0.1%
Triton X-100, cells were incubated overnight with primary T-type
Ca?" channel polyclonal antibodies (1:100 dilution) and then for | h
with Alexa S94-conjugated secondary antibodies (1:100; Molecular
Probes).

2.2.3. Mouse sperm.  Cells were collected from CDI mouse epidi-
dymis. Specm were separated into two groups: (i) non-capacitaled,
handling cells in non-capacitating medium (Medivr 199 without bo-
vine scrum albumin, HCO7 and Ca®"), and (i) acrosome-reacted,
where sperm after capacitation (30 min at 37°C in capacitaling me-
dium) were incubated with the Ca* ionophore A23187 (15 puM),
Aliguots of these cells were fixed with 5% paraformaldehyde, permea-
bilized with 0,1% Triton X-100 and incubated ovemight at 4°C with
primary antibodies at (:100 dilution. Lastly, samples were incubated
for 1 h with the Alexa 594conjugated antibody (1:100). Images were
acquired in a confocal microscope using Comos 7.0 and analyzed
using Confocal Assistant software 4.02 (Bio-Rad Microscience),

2.2.4. Human sperm. Semen was obtained from normal, fertile
voluntecrs by masturbation afler at least 2 days of abstinence. Sam-
ples were subjected 10 swim-up prepamation (sce below) and used for
indirect immunofluorescence analysis as described above for mouse
sperm. Control experiments were also processed as indicated for
mouse samples (carresponding peptides at 1:4, 1:2 and 1:8 ratios
were used for anti-Cay3.}, Cav3.2 and Cay3.3, respectively). HVA
channel antibodics against Cay!.2, Cav}.3, Cay2.l, Cay2.2, and
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Cay2.3 were from Alomone Labs, and they were diluted 1:100 (cor-
responding peptides were used at 1:2 ratio, cxeept for the Cayl.3
peptide that was used at 1:4),

2.2.5. Immunogold transmission electron microscopy. Human
sperm were fixed in a 4% paraformaldehyde-0.5% glutaraldehyde so-
lution in 100 uM cacodylate buffer (pH 7.3) for 2 h and stored until
processed. Cells were dehydrated in 20% ethanol for 20 min and then
in 40-100% ethanol. The final pcllet was cmbedded in LR-White resin
for § days at 50°C. Ultrathin sections were mounted on nicke} grids.
Samples were first incubated in a blocking solution containing 10%
fetal bovine serum (FBS) and 0.005% Tween 20, and then incubated
overnight with Cay3 channel primary anubodies diluted 1:25 in phos-
phate-buffeced satine-3% FBS. Subsequently, samples were incubaled
for 1 h with a rabbit anti-goat IgG sccondary antbody (1:30) con-
jugated to 10 wm colloidal gold particles (Sigma). The sections were
counterslained with uranyl acetate and lead citrate and then examined
using a Jeol 100SX electron microscope,

2.3. Electrophysiology

Ca?* currents were recocded in spermatogenic cells using the whole-
cell configuration of the patch-clamp tlechnique as described previ-
ously [13]. Briefly, cells were bathed in a solution containing (in
mM): CaCl, 10; NaCl 130; KCt 3; MgCl, 2; NaHCO; 1; NaH;PO;
0.5; HEPES §; gtucose 10 (pH 7.3). The intemnal solution cousisted of
(mM): CsMeSO, 110; CsF 10; CsCl 15; CaCl, 4.6; EGTA 10;
HEPES 5; ATP-Mg; 4: phosphocreatine 10 (pH 7.3). Currents were
sampled at 10 kHz and recorded (following filtering 5 kHz) by a
patch-clamp amplifier (Axopatch 200A; Axon Instruments) interfaced
(o a personal computer via an A-to-D board (DigiData 1200A; Axon)
using computer-driven software (pPCLAMP 6.0.3; Axon). Capacity
transients were electronically compensated, and Jingar leak and resid-
ual capacity currents were subtracted on-line using a P/4 protocol.

2.4, Evaluation of human sperm motility

After liquefaction, 1 ml of Ham's F-10 was applied to 1 ml of
semen to allow the motile sperm to swim up into the upper Jayer of
Lhe suspension (1 h at 37°C). Swim-up sperm were collected, adjusted
to 8-12X10% cells/ml and their moulity determined as previously de-
senbed [19). For each sample, ~ 1000 motile sperm were tracked and
analyzed with the Hamilton-Thorne HTM-IVOS-12 CASA system.
Sperm motility parameters measured included progressive velocity
(VSL), path velocity (VAP), and curvilinear velocity (VCL), as wel
as ampliude of lateral head displacement (ALH), beat cross fre-
quency (BCF), lincarity (LIN=VSL/VCLX 100%) and straightness
(STR = VSL/VAP X 100%). Ca* channel antagonists were prepared
as 100 mM stock solutions in deionized water (mibefradil and calci-
scptine) or dimethylsulfoxide (gossypol and nifedipine).

3. Results and discussion

Mouse spermatogenic cells functionally express mainly T-
type currents, and RT-PCR studies have indicated the expres-
sion of two different genes encoding T-type channels (Cay3.]
and Cay3.2) in both mouse and human male .germ cells (13-
15). However, the expression of the third member of the Cay3
family had not been determined. Our PCR experiments using
specific primers generated a2 band of 404 bp, which was con-
firmed by sequencing to be a fragment of the mouse Cay3.3
channel (Fig. 1A). The RNA expression of this isoform had
been shown to be restricted to the brain {12,25], but recently
its presence was also found in human ejaculates [16].

Given that mRNAs for the three T-type Ca?* channels are
present in mouse spermatogenic cells, it became necessary to
establish whether the proteins are also expressed in these cells
and in mature sperm. To this end, specific polyclonal anti-
bodies against both N- and C-terminal sequences of Cay3
channels were used. Most of the results shown in both imma-
ture germ cells and mature specm were obtained with anti-
bodies against the C-terminus, however qualitatively similar
findings were observed with the N-terminus antibodies. Con-
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Fig. 1. Cay3 proteins are expressed in spermatogenic cells. A: RNA was extracted from spermatogenic cells and subjected to RT-PCR with
specific primers based on the sequence of Cay3.3. Lanes 24 show PCR products generated from mouse testis (T), pachylcne spermatocytes
(PS), and round spermatids (RS), respectively. Lane S is a ncgative control (—). The product was sequenced to verify specific amplification.
Molecular weights of the standards are shown on the left. B: Representative confocal micrographs from cells immunostained with Cayl.1 (a).
Cay3.2 (¢) and Cay3.3 (e) channel antibodies, showing the cluster arrangement of the proteins (red), or stained with the anti-Cay3 antibodies
preincubated with the corcesponding antigen peptide to demonstrate that specific staining is blocked by the peptide (b. d, and f); nuclei are
shown in green. C: Representative superimposed wholevcell patch-clamp Ca®* current traces activated in mouse spermatogenic cells by 200 ms
pulses to —20 mV from a holding potential of ~90 mV (upper panel) before and after application of 35 pM and | mM Ni**. The lower pancl
shows the dose-response analysis of Ni** blockade. Following exposure to the indicated concentration of the inhibitor, peak current amplitude
was normalized to the control. The percentage of inhibition is compared with that obtained from HEK-293 cells expressing Cay3.1, Cav3.2 or
Cay3.3. Smooth curves were generated with the Hill equation according o the parameters reported from currents through the cloned channels

[24). (For imerpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

local immunoimages of spermatogenic cells incubated with
anti-Cay3 antibodics revealed a punctate pattern of fluores-
cence possibly indicating clusters of channels at the plasma
membrane, or intracellular accumulation of channel protein
(Fig. 1B). The strongest signal was observed with the Cay3.i
antibody (Fig. |Ba). Nuclei, shown in green due to staining
with SYTOX Green, excluded immunostaining. Likewise,
practically no signal was detected when the antibodies were
preincubated with their corresponding antigen peptide (Fig.
1Bb,d.f), demonstrating that the staining shown in panels a,
c, and ¢ is specific.

Consistent with the expression of different Cay3 proteins,
the dose-response analysis for NiZ* blockade performed on
native Ca?* currents in mouse spermalogenic cells revealed
the presence of subtypes of low-threshold channels. Represen-
tative whole-cell patch-clamp recordings (Fig. 1C, upper pan-
el) indicated that the ICs for Ni2* blockade was ~21 pM
(Fig. IC, lower panel). In contrast, as reported by Lee and
colleagues [24], the Ni** ICqy for Cay3.2 is ~ 12 pM and the
ICsq values determined for Cay3.! and Cay3.3 are ~ 20-fold
higher. Considering the data in recombinant channels, the
potency of Ni** in spermatogenic cells is intermediate. These
results, analyzed as indicated by Lee et al. [24), suggest that
the native current may arise from the activity of different
types of low-threshold channels, with Cav3.2 coniributing
around 60%.

We next examined the expression of Cay3 channels in ma-
ture mouse sperm. Although our results for Cay3.1 were in-

conclusive with the anti-o;g antibody from Santa Cruz. the
use of a new polyclonal anti-Cay3.1 antibody (Alomone Labs)
corroborated specific immunostaining in the head (50% of
sperm) and principal flagellar piece (Fig. 2A). Fig. 2B also
shows illustrative confocal images before (left) and after in-
duction of the sperm AR with a Ca®* ionophore (right). Panel
Ba illustrates that Cay3.2 immunoreactivity was confined to
the head overlying the acrosome. Upon AR the Cay3.2 signal
did not undergo redistaibution and remained associated with
the head. However, this process decreascd fluorescence stain-
ing giving a vesiculated pattern (panel Bb) consistent with the
formation of hybrid vesicles [26]. Pane! Bc shows that the
Cay3.3 channel is located in the flagellar midpicce and not
in the head or the principal piece of the tail. As anticipated its
distcibution was unchanged in acrosome-reacted sperm (panel
Bd). Controls discussed in Section 2 using anti-Cay3 antibod-
jes on HEK-293 cells separately expressing the three Cay3
channel isoforms indicate that the s(aining illustrated in Fig.
2 is specific.

Thereafter we sought to determine the expression of T-type
channels in human sperm. As in the case of mouse sperm,
expression of Cav3.1 in human sperm could not be confi-
dently determined with the Santa Cruz antibody since immu-
nostaining was not futly blocked by the corresponding antigen
peptide. However, anti-Cay3.l from Alomone gave specific
binding in the head as well as in the mid and principal pieces
of the tail (Fig. 3Aa). The Cayv3.2 antibody recognized the
principal piece with an intense punclate signal and exciuded
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Fig. 2. Cav3 proleins are expressed and differentially localized in mouse epididymal sperm. Cells were attached 1o glass slides, and subjected to
indirect immunofluorescence. A: Shown are confocal immunofiuorescence images of mature sperm stained with anti-Cay3.1 antibodics (panel
a). Panel b shows the corsesponding phase contrast image. B: Cay3 confocal immunofluorescence images in mouse sperm before and afler
undergoing the AR. Paired phase contrast (inset) and fluorescence micrographs of anti-Cay3.2 and Cay3.3 in acrosome-inlaclt (a, ¢) and acro-
some-reacted sperm (b, d). Nuclei are shown in green. (For interpretalion of the references o color in this figure legend, the reader is referred

to the web version of this article.)

the end piece of the flagellum (Fig. 3Ab). In addition, a faint
Cay3.2 immunofluorescent signal was noted in the base of the
human sperm head. On the other hand, the fluorescent signal
for Cay3.3 (N-terminal antibody) was restricted to the mid-
piece of the flagellum (as in mouse sperm) (Fig. 3A¢). Binding
of the Cay3 antibodies was competed only by the correspond-
ing peptide antigen but not by the other peptides (not shown),
thus indicating their specificity. To our knowledge this is the
first evidence for the localization of Cay3 channels in human
sperm.

Cay3 protein expression and localization in human sperm
was corroborated using transmission electron microscopy. Ul-
trathin sections from embedded cells were incubated with the
Cay3 antibodies followed by a secondary antibody conjugated
to colloidal gold. Control sections showed only background
levels of gold particles with no specific sperm localization. The
micrographs in Fig. 3B show that gold particles were prefer-
entially associated with tail plasma membrane, less in the head
and rarely in the cell interior. The lower abundance of Cay
channel in the head and specifically Cav3.1 found with this
technique may help to explain our difficulty to detect these
channels by immunofluorescence,

Given that Cay3 channels are present in the human sperm
flagella, we tested whether two T-type channel inhibitors, mi-
befradil [§1,27,28) and gossypol (8], influence motility. To

this end, a post-swim-up sperm suspension was diluted in cul-
ture mediura in the absence or presence of different concen-
trations of the channel antagonists and motility was analyzed
using CASA. Ioterestingly, concentrations of these two com-
pounds that inhibit Cay3 channels only reduced basal motility
by < 3% after 1 min, in agreement with our previous findings
with low Ni?* concentrations (50 pM) that black these chan-
nels [19]. These observations indicate that Cay3 channels es-
sentially do not influence the basal motility of human sperm.
However, higher doses of mibefradil (30 pM) and gossypol
(40 uM) that block HVA channels decreased human sperm
velocity parameters making theic trajectorics less progressive
(Table 1). These results may explain, at least in par(, why

Table |
Effects of Cay channel antagonisls on human sperm motility
Mibefradil 30 uM
(% inhibition)

Gossypol 40 uM
(% inbibition)

CASA paramcter

Basal moulity 25+8 21£6
VAP 339 23£6
VSL 3110 27%5
VvCL 31£S 1348

Data are expressed as meant S E.M. (n=3-8 separale dctermina-
tions; three different donors).



C.L. Trevvio el alJFEBS Letters 563 (2004) 87-92 . Ell

AE

Fig. 3. Cay3 proteins are differentially expressed in human sperm. A: Representalive confocal micrographs from cells stained with Cay3.1- (a),
Cay3.2- (b) and Cav3.3- (¢) specific antibodies showing the immunofluorescence localization of the proteins. Insets represent the corresponding
pbage contrast images. B: Immunogold clectron microscopy detected Cay3 channels in buman specm. Ultrathin sections of human sperm were
incubated with Cay3.l (2), Cav3.2 (b) and Cay3.3 (c) antibodies. Gold particles (arcows) are associated with the plasma membrane of the
sperm head (left panel of cach figure). In longitudinal flagellar sections, gold fabeling is observed associated with the plasma membrane as well
as in the ribs of the fibrous sheath at the principal piece (right panel of each figure). Cay3.3 antibody labeled the mitochondriat sheath at the
midpicece of the flagellum (c). Scale bar=0.5 pm.

Fig. 4. Cav1.2 and Cay2.3 chasncls arc present in human sperm. Representalive confocal micrographs from sperm celis smmunostained with
Cavl.2 antibodies (a) showing strong specific staining at the mid and the ¢nd pieces of the tail, as well as with Cav2.3 antbodies (c) showing
signal in Lhe principal piece of the flagellum and the equatorial segment of sperm head. Panels b and d are control experiments in which the
antibodics were preincubated with Lhe corresponding anligen peptide to demonstrate specificity.
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gossypol and possibly mibefradil, like other Cay channel an-
tagonists, can affect human sperm fertilizing ability {29,30).

The previous results also suggest the possible presence of
HVA channels in human sperm. Cayl.2 and Cay2.l are
present in the tail of mouse sperm [21,22.31] and Cav!.2 in
the acrosomal region of human sperm (32). In our hands,
specific antibodics for these channels revealed positive immu-
nostaining for Cay1.2 strong in the midpiece and less intense
in the principal piece (Fig. 4a), and for Cay2.3 in the principal
piece and the equatorial segment of the head (Fig. 4b). Anti-
bodies against Cavl.3, Cay2.] and Cay2.2 did not produce
specific signals. In spite of the presence of HVA channels in
the human sperm fiagella, two other blockers of Cayl chan-
nels, nifedipine (up to 20 M) and calciseptine (vp to 5 uM)
{33), did not significantly aflect motility, ruling out an impor-
tant role of Cayl channels in this function. On the other
hand, recently it was rcported that a transgenic mouse lacking
Cav2.3 had motility alterations [34].

In conclusion, we identified the expression of Cay3.3
mRNA in mouse male germ cells, an isolorm not previously
described in these cells. This study also provides what is to
our knowledge the first evidence that all three types of Cay3
channels are detected in male germ cells and display differ-
ential distribution in sperm. After differentiation and matura-
tion Cay3.l and Cay3.2 channels are present on the mouse
sperm head, indicating that they may participate in regulating
acrosomal exocytosis. Recently mice deficient in Cay3.2 were
found to be fertile, which suggests Cay3.1 might be enough to
allow the sperm AR (36). Interestingly, Cay3 channel activity,
particularly Cay3.2, has been associated with the AR in hu-
man sperm [14,35]. Likewise, tail localization of Cay3 chan-
nels suggested they may influence sperm motility. This was
also the case for Cayl.2 and Cay2.3 channels. However,
blockers of Cayl and Cay3 channels did not significantly
affect basal motility, indicating they do not play a major
role in this sperm (unction. The possibility that these channels
participate in hyperactivated motility, as Catsper does [2]],
cannot be ruled out.
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