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Resumen.

En la fertilizacion de mamiferos, el espermatozoide activa sus mecanismos de
influjo de calcio para cubrir los requerimientos necesarios y llevar a cabo la
capacitaciéon y la reaccion acrosomal. La capacitacién es un proceso complejo en
el que se activan varios sistemas de transduccion de sefales, entre los que
destaca la activacion de tirosina cinasas, permitiendo al espermatozoide presentar
reaccion acrosomal en respuesta a la ZP3, una glicoproteina de zona pelucida.
Los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV) probablemente participan
en estos procesos. Se ha reportado que la capacitacion aumenta la permeaciéon de
calcio a través de los CCDV. Asimismo, la progesterona, que induce un aumento
en el calcio intracelular por mecanismos diferentes a la activacion de CCDV,
estimula la permeabilidad de los CCDV. En la presente tesis se explora la
participacion de tirosina cinasas en la estimulacion de los CCDV inducida durante
la capacitacion y por accion de la progesterona. Analizando la actividad de CCDV
con detectores Opticos para potencial de membrana y calcio intracelular en
espermatozoides humanos, se estudio el efecto de la inhibicion en la actividad de
fosforilacion de tirosinas sobre el aumento en la permeabilidad de los CCDV
después de la capacitacion, y sobre la estimulacién de los CCDV por accién de la
progesterona. La genisteina, un inhibidor de la actividad de tirosina cinasas,
disminuyo el calcio intracelular basal de manera reversible. El influjo de calcio
inducido por progesterona, que también se estimula durante la capacitacion del
espermatozoide humano, se inhibidé con genisteina (de acuerdo con reportes
anteriores). Sin embargo, este inhibidor no tuvo efecto sobre el aumento en la
permeabilidad de los CCDV posterior a la capacitacion, ni sobre la estimulacion de
estos canales por el influjo de calcio inducido por accién de la progesterona. Los
resultados confirman que los CCDV vy el influjo de calcio inducido por progesterona
son dos vias diferentes de permeabilidad y sugieren que la actividad de
fosforilacion de tirosinas durante la capacitacion no modula la permeabilidad de los
CCDV.



1. Introduccion.

1.1. Generalidades

Durante el proceso evolutivo de los seres vivos, la aparicion de la reproduccion
sexual causé una notable ventaja adaptativa; ya que permitié a los individuos
establecerse con mayor facilidad en el medio ambiente. El fundamento biologico
de este proceso adaptativo lo constituye el hecho de que el nuevo individuo se
doté de las caracteristicas genéticas del padre y la madre, a través de la union de
los gametos, esto es, de los espermatozoides y los ovulos.

Los gametos se generan por meiosis, un proceso en el que se presenta
también la recombinacion genética entre cromosomas. En la meiosis la division
celular va acompafiada de una reduccién a la mitad de la cantidad de material
genético de una célula diploide dando lugar a células haploides. Este proceso se
denomina ovogénesis en el caso femenino y espermatogénesis en el masculino.
El évulo fecundado por el espermatozoide constituye el cigoto unicelular diploide,
condicion de la que arranca la formacion del nuevo individuo.

En los mamiferos, antes de llevar a cabo la fecundacién, se orquestan
fendmenos que inician con la liberacion del évulo y su viaje a través del oviducto vy,
por otro lado, con el viaje que emprende el espermatozoide eyaculado hasta
alcanzar a su destinatario. Es sin embargo, el espermatozoide quien debe cumplir
con varios requisitos que le permitiran fecundar. El proceso comienza con la
antes mencionada espermatogénesis, prosigue con el fendmeno de
espermiogénesis, donde las espermatides (células que no estan totalmente
maduras), eliminan componentes celulares que no le seran utiles para la
fertilizacion, y desarrollan el espermatozoide maduro que consiste de una forma
hidrodinamica, provista de una cabeza generalmente puntiaguda y de un flagelo.

El espermatozoide eyaculado y depositado en el tracto genital femenino,
presenta una serie de cambios bioquimicos que afectan profundamente su
motilidad, hiperactivandola, y le confieren, en horas, la capacidad de responder a
estimulos generados por la hembra produciéndole la exocitosis del acrosoma o

reaccion acrosomal. A la serie de procesos bioquimicos que confieren al



espermatozoide la capacidad de presentar reaccion acrosomal fisiolégica se le
denomina capacitacion [1].

La hiperactivacién, la capacitacion y la reaccion acrosomal son
prerrequisitos absolutos para que el espermatozoide pueda fecundar al 6évulo. Las
bases moleculares de estos tres fendémenos involucran la activacion de
mecanismos de transporte de calcio [1,2,3]. Como se vera mas adelante, el

estudio de estos mecanismos constituyen parte central de esta tesis.

1.2. Estructura del espermatozoide

El espermatozoide consta de una cola o flagelo, el cual tiene un arreglo axonemal
de “9+2”, tipico de eucariontes; una pieza media o cuello, donde se encuentran las
mitocondrias; y la cabeza que alberga dos centriolos, un nucleo muy compactado
y el acrosoma. El acrosoma es una estructura localizada en el extremo apical, la
constituye una vesicula rodeada por una membrana acrosomal externa cerca de la
membrana plasmatica de la cabeza y una membrana acrosomal interna sobre la
membrana nuclear (figura 1). Cabe mencionar que la estructura pequena y
peculiar de la cabeza ha dificultado enormemente el estudio de las corrientes

ionicas en estas células [4].

1.3. Fisiologia de el espermatozoide de mamiferos.
1.3.1. Motilidad e hiperactivacion.

Los espermatozoides de mamifero se desarrollan en los tubulos seminiferos,
terminan su maduracién y posteriormente son almacenados en el epididimo donde
tienen un patrén de movimiento flagelar muy débil y se dice son inactivos[2];
cuando entran en contacto con el plasma seminal, son eyaculados y depositados
en el tracto genital femenino, los espermatozoides cambian su patron de
movimiento e inician un desplazamiento vigoroso con trayectoria casi linear [2].

Con el tiempo (en horas) el espermatozoide alcanza un movimiento flagelar aun



mas vigoroso que juega un papel muy importante en el desplazamiento efectivo a
través del mucus cervico-uterino. Esta aceleracion de la motilidad, denominada
por Yanagimachi hiperactivacion [1] también ayuda al espermatozoide a penetrar
la zona pelucida, una cubierta extracelular que rodea al ovocito [2]. La
hiperactivacion de la motilidad requiere de calcio extracelular y un mantenimiento

adecuado del pH intracelular [5].

1.3.2. Capacitacion.

La capacitaciéon es un proceso complejo que al parecer inicia por un eflujo de
colesterol de la membrana plasmatica de los espermatozoides [6]. Este eflujo es
lento y favorecido experimentalmente por la albumina sérica bovina (BSA),
constituyente esencial del medio de capacitacion in vifro de los
espermatozoides[7]. La extrusion de colesterol de la membrana trae como
consecuencia un aumento en su fluidez y la activacion de una adenilato ciclasa
que eleva, también en horas, los niveles de AMPc y activa consecuentemente a la
proteina cinasa A (PKA) [8,9]. La adenilato ciclasa del espermatozoide es soluble,
y de manera peculiar, es estimulada por iones calcio y por bicarbonato [10,11]. A
este respecto, cabe mencionar que la capacitacion requiere estrictamente de la
presencia de calcio extracelular y es notablemente estimulada, en el
espermatozoide humano, por el bicarbonato (ambos iones son componentes que
se requieren en el medio de capacitacion in vitro). El aumento en el AMPc, y/o la
activacion de la PKA, trae como consecuencia la activacion de tirosina cinasas
[11,12,13]. La actividad de las tirosina cinasas también es esencial para la
capacitaciéon; ya que su inhibicidén, por genisteina, previene la reaccién acrosomal
inducida fisiolégicamente por progesterona o ZP3 [14,15,16,17] (ver abajo), lo cual
constituye un “marcador funcional” de la capacitacion. Entre otros procesos
bioquimicos, la capacitacion del espermatozoide se acompafia de un aumento
discreto en el calcio intracelular de reposo, y de una ligera alcalinizacién del pH
intracelular [18,19,20,21,22].
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1.3.3. Reaccién acrosomal.

La reaccion acrosomal (RA) es un proceso de exocitosis que trae como
consecuencia la liberacion de enzimas liticas que permiten al espermatozoide
penetrar a través de las cubiertas extracelulares del 6vulo, y al mismo tiempo,
exponer la membrana interna, paso necesario para la fusion del segmento
ecuatorial espermatico y la membrana plasmatica del o6vulo [1]. En el
espermatozoide de mamifero la RA puede ser inducida por una glicoproteina de la
zona pelucida, que en ratdn se conoce como ZP3 [23,24] y por progesterona, una
hormona esteroidal presente en el fluido folicular, la cual es liberada por las
células de la granulosa que acompafian al ovulo [25]. Estos ligandos actuan sobre
receptores membranales (aun no identificados plenamente) y como consecuencia
disparan rapidamente un influjo de calcio que, a juzgar por el efecto inductor de los
ionoforos de calcio, promueven la RA per se. Con base en el efecto inhibitorio de
algunas dihidropiridinas (DHPs) sobre los canales de calcio dependientes de
voltaje (CCDV) y en la posterior induccion de la RA, se ha postulado que la ZP3
abre CCDV en el espermatozoide, involucrados en la liberacion del contenido del
acrosoma [26,27,28].

En contraste, el mecanismo de influjo de calcio inducido por la progesterona
no involucra la apertura de CCDV [18]. Aunque se desconoce este mecanismo de
movilizacion de calcio, de manera interesante, se ha postulado que la activacién
de tirosina cinasas regula al presunto canal, ya que la genisteina, un inhibidor de
la actividad de fosforilacion de tirosinas, inhibe el influjo de calcio inducido por la
hormona [29,30]. Recordemos que la induccién de la RA por progesterona (y por
ZP3) solo se lleva a cabo en espermatozoides capacitados [25,31].
Consistentemente, el influyjo de calcio inducido por progesterona en el
espermatozoide capacitado es mucho mayor que en el no capacitado
[19,20,21,30,32], y la inhibicibn que produce la genisteina sobre este influjo (asi
como en la RA inducida por progesterona) llega hasta los valores de las células no

capacitadas [29].
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2. Antecedentes.

La participacion del calcio intracelular es fundamental en la motilidad, capacitaciéon
y reacciéon acrosomal del espermatozoide [1] y, en efecto, en todos ellos
encontramos que un aumento subito 0 moderado en el calcio interno es necesario
para que se produzca el fenomeno [1,2,3]. Por ejemplo, la hiperactivacion requiere
de rapidas incorporaciones de calcio en el flagelo [2], asi como la RA requiere del
incremento en el calcio interno cuya concentraciéon puede alcanzar 1000 nM en
segundos [18,33]. En contraste el calcio intracelular aumenta unos 100 nM durante
las 3-4 horas en que se lleva a cabo la capacitacion [19,20,21]. El elemento comun
en estos procesos, es, que se activan sistemas de entrada de calcio en la
membrana plasmatica [4]. Entre estos sistemas destacan los canales de calcio
dependientes de voltaje (CCDV).

2.1. Canales de calcio dependientes de voltaje en el espermatozoide
humano.

Debido al tamafo y forma de los espermatozoides es imposible el empleo de
técnicas electrofisioldgicas para estudiar a los CCDV [4]. Alternativamente, se han
utilizado células espermatogénicas para detectar estos y otros canales,
extrapolando los resultados al funcionamiento del espermatozoide maduro. Los
unicos CCDV que se han detectado en células espermatogénicas de raton son los
canales LVA (tipo T) [26,27,34,35]. Debido a que el espermatozoide maduro
carece de capacidad de sintetizar proteinas, se ha propuesto que este canal debe
estar presente en las células maduras [36]. Ademas, el hecho de que la RA sea
inhibida por bloqueadores de CCDV tipo T, ha llevado a la hipotesis de que este
canal sirve como la via de permeabilidad de calcio que debe abrirse durante la RA
inducida por la ZP3 [26,27,28].

Por otra parte, en el espermatozoide maduro el uso de colorantes sensibles al
potencial de membrana y detectores de fluorescencia para calcio han permitido

estimar, aunque indirectamente, la presencia de CCDV. En el espermatozoide
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humano se ha encontrado que una despolarizacion con potasio, en presencia del
ionéforo valinomicina, produce incrementos transitorios en el calcio intracelular
[37]. Este influjo de calcio dependiente de voltaje es insensible a los bloqueadores
organicos de CCDV como son el verapamil y las dihidropiridinas, pero sensible a
niquel [37]. Estos presuntos canales permanecen abiertos por 1.5 minutos en
medio sin calcio y se estimulan notablemente por amonio, lo cual sugiere que la
alcalinizacion del pH intracelular los estimula [37]. Toda esta evidencia sugiere
fuertemente que el influjo de calcio dependiente de voltaje se debe a la activacion
de CCDV, aun cuando su clasificacion no es facil de hacer dado su insensibilidad
a bloqueadores organicos y a su tiempo de apertura aparentemente largo [37]. En
este sentido podrian clasificarse como CCDV tipo R (resistant) [18], o
alternativamente, podria tratarse de un canal totalmente diferente e identificado
con una forma peculiar de CCDV, en el espermatozoide, encontrado con técnicas
de biologia molecular denominado CatSper [38,39].

Estudios recientes han demostrado que los CCDV del espermatozoide
humano aumentan de manera notable su permeabilidad a calcio durante la
capacitacion [33]. También se estimula su apertura por la accion de la
progesterona [33]. Esto ha llevado a la hipétesis de que la capacitacién y la
progesterona afectan al canal de tal manera que aumentan varias veces su
probabilidad de apertura, asi, al entrar en contacto con la zona pelucida,
especificamente la ZP3, el influjo de calcio que induce esta glicoproteina se veria
enormemente potenciado, ya que se supone moviliza calcio activando CCDV
[26,27,28]. Consecuentemente, se posibilitaria 0 aseguraria una rapida induccién
de la RA.

¢ Cual es el mecanismo por el cual se estimulan los CCDV durante la
capacitacion y por accién de la progesterona? Como hipétesis tentativa se piensa
que es la activacion de tirosina cinasas. Esta actividad esta involucrada en la
respuesta de calcio que produce la progesterona en el espermatozoide capacitado
[30] y, por otra parte, estd documentado que la fosforilacion de tirosinas puede

aumentar la probabilidad de apertura de varios tipos de CCDV en células
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excitables [40]. Debido a esto, el planteamiento del presente trabajo versa

alrededor del posible efecto de la fosforilacion de tirosinas en los CCDV humanos.

3. Hipétesis.

- El incremento en la permeabilidad a calcio de los CCDV en los espermatozoides
de humano se debe a una modificacion en su funcionalidad por la fosforilacion de
tirosinas, que ocurre durante la capacitacion. Consecuentemente, el inhibidor de la
actividad de tirosina cinasas, genisteina, prevendra la estimulacion del influjo de

calcio a través de los CCDV durante la capacitacion.

- La estimulaciéon de los CCDV que se produce por accion de la progesterona,
podria deberse a la fosforilacion de tirosinas que dispara la hormona. Por lo
consiguiente, la genisteina prevendra la estimulacion de los CCDV por

progesterona.

4. Objetivos.

- Analizar la actividad de los canales de calcio dependientes de voltaje y su
regulacion por fosforilacion de tirosinas utilizando detectores 6pticos de potencial
de membrana y calcio intracelular en espermatozoides humanos tanto capacitados

Como no capacitados.

- Estudiar el efecto de la genisteina en el influjo de calcio inducido por
despolarizacion de la membrana observando si el inhibidor revierte la estimulacion
que se observa durante la capacitacion y por la accion de la progesterona sobre
los CCDV.
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5. Metodologia

5.1. Colecta y purificacion de los espermatozoides.

Se utilizé semen humano obtenido de un grupo de 16 donadores sanos (entre 18 y
25 anos de edad). Las caracteristicas de seleccion fueron las utilizadas en el
protocolo de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Mediante
espermatobioscopia se seleccionaron aquellas muestras con las siguientes
caracteristicas de normalidad: color de semen blanco grisaceo, tiempo de
licuefaccion de 20-60 minutos a temperatura ambiente, volumen de 2-5 ml, pH de
7.2-7.8, movilidad y viabilidad > al 60%, ausencia de aglutinacion y concentracion
de leucocitos no mayor a 10%/ml [41].

El semen se incubé a 37 °C, 30 min para reducir su viscosidad v,
subsecuentemente, los espermatozoides se separaron por gradientes isotonicos
de densidad discontinuos de percoll de acuerdo a Suarez et al [42]. EI semen se
coloco sobre un gradiente formado por 1 ml de percoll al 75% y 1 ml de Percoll al
50% (ambos amortiguados a pH 7.4 con HEPES 10 mM, NaCl 150 mM) y fue
centrifugado a 300 X g, 20 min. La pastilla de espermatozoides (encontrada al
fondo de la fase de Percoll al 75%) fue separada y lavada dos veces por
centrifugacion a 300 g, 10 min, en medio HSM-H (NaCl 117.5 mM, KCI 8.6 mM,
CaCl; 2.5 mM, MgCl, 0.49 mM, NaH,PO4 0.3 mM, glucosa 2 mM, Na-piruvato 0.25
mM, Na-lactato 25 mM, HEPES 25 mM, pH 7.5).

5.2. Incorporacién de fura-2 AM.

Después de la ultima centrifugacion, las células se resuspendieron en 1 ml de
HSM-H y se cargaron con 3 uM de fura-2 AM (acetoximetil éster), para determinar
la concentracion de calcio intracelular, incubandolas durante 40 minutos a 37° C.
Posteriormente, se separd la pastilla por centrifugacion a 300 X g durante 5
minutos para eliminar el excedente del colorante no incorporado, y finalmente la
muestra se incubd entre 5 y 10 minutos (espermatozoides no capacitados) en
medio H-HSM, o entre 4 y 6 horas (espermatozoides capacitados) en medio HSM.

El medio HSM es el medio de capacitacion y tiene la misma composicién del
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medio H-HSM excepto que el HEPES 25 mM es sustituido por NaHCO3 25 mM y
se agrega BSA 3mg/ml. Estos aditivos son esenciales para la capacitacion [1]. La
incubacion en este medio se hizo a 37 °C bajo 5% C0,-95% aire y 100%

humedad. Bajo estas condiciones el pH de el HSM se mantuvo entre 7.6-7.8.

5.3. Sistema de deteccion simultanea de calcio intracelular y potencial de

membrana.

Para detectar el potencial de membrana y el calcio intracelular simultaneamente,
se utilizd el colorante sensible a potencial de membrana, yoduro de
diisopropiltiodicarbocianina (diSC3(5)), un compuesto catidnico fluorescente capaz
de introducirse electroforéticamente a la célula siguiendo un potencial negativo
formando agregados no fluorescentes en el interior, Io que hace su distribucion, y
su fluorescencia, dependiente del potencial de membrana (figura 2). El diSC3(5)
tiene una excitacion a 600 nm y una emision a 670 nm, ofreciendo la ventaja de no
interferir con la fluorescencia del fura-2. El diSC3(5) (500 nM) se agreg¢ a la celda
de fluorescencia 5 segundos después de depositar los espermatozoides en medio
HSM-H adicionado con bicarbonato 5 mM, realizando inmediatamente después los
registros simultaneos.

El detector fura-2, cambia sus propiedades espectroscopicas al unirse al
Ca®" . Esto hace que al unir calcio aumente su fluorescencia (detectada a 488 nm)
cuando se excita a 340 y la disminuya cuando se excita a 380 nm. En su forma de
acetoximetil éster (fura-2 AM), permea al interior celular, donde la accién de
esterasas lo hidrolizan a su forma de compuesto impermeable, fura-2,

comportandose como un detector intracelular de calcio [43] (figura 3).

La fluorescencia se midi6 con un espectrofluorometro de Photon
Technology International Inc (PTI). Este equipo esta formado por una caja
protegida de entradas de luz, a excepcion de cuatro aperturas, dos para la
excitacion de la muestra y dos para colectar la fluorescencia emitida; en el centro
tiene un portacelda con agitacién magnética constante y temperatura regulable a
través de un bafio de incubacion. La emisidon de senales fue amplificada y

analizada por dos fotomultiplicadores (FMs) colocados uno frente al otro a 90° con
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respecto a una fuente de excitacion de Xendn. El fura-2 AM se excité a 340 y 380
nm con un monocromador automatico del sistema PTI; el diSC3(5) se excité con
una fuente de luz adicional de haluro (tri-lite, WPI) con un filtro de 600 nm
(Hansatech Instruments). Esta fuente adicional de luz se colocé frente a la fuente
de luz de Xendn del sistema PTI. Para colectar ambas senales simultaneamente,
un FM cuenta con un filtro de interferencia a 670 nm para detectar fluorescencia
de diSC;3(5) y el otro FM con un filtro de interferencia de 488 nm para detectar
fura-2. Ambos registros de fluorescencia, esto es, la lectura de relacion 340/380
nm de fura-2 y la lectura unica (600 nm) del diSC3(5), fueron detectadas
simultaneamente a 90° con respecto de sus fuentes de luz. Los registros
simultdneos se obtuvieron a una frecuencia de 0.85 Hz y los datos fueron

colectados y digitalizados con la interfase computarizada del PTI (figura 4).

5.4. Calibracién en la deteccion simultanea de calcio intracelular con fura-2 y
potencial de membrana con diSC;(5).
Calibraciéon de la senal del fura-2. Los registros de calcio se calibraron segun

Linares-Hernandez, et al [37], con la ecuacion:

[Ca?']i= K¢ (R-Rmin)/(Rmax-R) (Ff380/Fb380)

el valor de relacion maxima (Rmax) de la razéon 340/380 y el de fluorescencia
unida a 380 nm de excitacidén (Fb380) se obtuvo a partir de la saturacién del calcio
intracelular por la adicion de 1 uM del ion6foro de calcio ionomicina; la relacion
minima (Rmin) y la fluorescencia libre, o en ausencia de calcio, a 380 nm de
excitacién (Ff380) se consiguieron después de agregar, primero, Tritdn X100 al
0.1% (v/v), y posteriormente EGTA 6 mM. La constante de disociacion del
fluordforo (Kq = 224 nM) fue obtenida de Grynkiewicz et al [43]. La adicion de
Triton X100 fue necesaria para obtener una rapida Rmin, ya que, por razones que

desconocemos, la disminucidén de calcio interno inducido solamente con EGTA
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produce una disminucion extremadamente lenta, aun cuando los valores de

fluorescencia llegan a la misma Rmin (figura 5).

Calibracion de la senal de diSC3(5). La calibracion de la fluorescencia de
diSC5(5) se llevd a cabo en espermatozoides cargados con fura-2 AM, como se
describe en Gonzalez-Martinez [44], agregando 1.5 uM de valinomicina, un
ionéforo de potasio que conduce el potencial de membrana a valores del equilibrio

de potencial de Nernst para la distribucion de potasio:

Ek =-61.54 mV log [K]in/[K]ext

tomando en cuenta que la concentracion de potasio intracelular ([K]n) en
espermatozoide humano es de 120 mM [37] a una temperatura de 36° C, el valor
de equilibrio de potencial de Nernst para la distribucién de potasio (Ex) estimada
en poblaciones de espermatozoide humano en HSM-H ([K]ext = 8.6 mM) es de —71
mV. Un minuto después de agregar valinomicina, se indujo una despolarizacion
gradual a -43, -30, y =15 mV cada 30 segundos con adiciones consecutivas de 15,
15 y 30 mM KCI, estas despolarizaciones al mismo tiempo incrementaron la

fluorescencia de diSC;(5).

Existe una relacion linear entre el cambio fraccional de fluorescencia de
diSCs3(5) (f = F- F«/F,, donde F,es el valor obtenido de fluorescencia después de la
adicién de valinomicina y F es el valor real de fluorescencia) y el potencial de
membrana [45] con una pendiente que en el espermatozoide se encuentra entre
0.018 y 0.025 (cambio fraccional de fluorescencia por milivolt). Tomando en
cuanta los parametros de calibracion, los valores reales de fluorescencia se
transformaron a valores de potencial de membrana (V) de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

Vi = F/mF,— 1/m-b/m
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donde m y b son los parametros de la curva linear de calibracion (la pendiente y el
valor fraccional del cambio de fluorescencia en el eje “yv a 0 mV,
respectivamente). Se hizo una curva de calibracion para cada trazo usando el

método descrito anteriormente con un valor maximo de calibraciéon de =15 mV.

Es importante hacer notar que el potencial mitocondrial no contribuye a la
sefnal de diSC;(5) en el espermatozoide humano [46], lo cual es consistente con el
infimo papel de este organelo en sustentar la motilidad en el espermatozoide
humano [47,48], asi, la medicién simultanea de calcio intracelular y potencial de
membrana se llevd a cabo en ausencia de inhibidores o desacopladores

mitocondriales.
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6. Resultados y Discusion.

6.1. Efecto de la genisteina en los CCDV de los espermatozoides
capacitados.

La figura 6 muestra un registro simultaneo de potencial de membrana y calcio
intracelular en el que se evalua el influjo de calcio dependiente de el voltaje en
espermatozoides no capacitados. En la figura se incluyen los trazos de
fluorescencia de fura excitando a 340 y 380 nm. La adicién de valinomicina
produjo un notable apagamiento de la fluorescencia de el diSC;3(5), indicando
hiperpolarizacion, que de acuerdo a la ecuacién de Nernst es de alrededor de —71
mV. La fluorescencia del fura-2, excitada a 340 y 380 nm mostré un ligero
aumento en la primera longitud de onda y una ligera disminucién en la segunda,
indicando, como se ve en el trazo calibrado de calcio, que la valinomicina produjo
un ligero aumento en el calcio intracelular. La adicion de 60 mM de KCI, que lleva
el potencial de membrana a -15 mV, consistentemente produjo un rapido
aumento en la fluorescencia del diSC3(5) y concomitantemente, el registro de
calcio intracelular mostré un rapido aumento seguido de una recuperacion a
valores cercanos al reposo. Nuevamente, la fluorescencia a 340 nm subid y la de
380 nm bajd, corroborando de manera clara que la sefal es efectivamente de
calcio y que se dispara por despolarizacién con potasio.

La apertura de los CCDV se examind en células no capacitadas y en
células capacitadas (figura 7). De acuerdo a lo esperado, en células capacitadas
se ve claramente que la despolarizacién de —71 a =15 mV induce una aumento en
el calcio intracelular mucho mayor que en el espermatozoide no capacitado. Cabe
hacer notar que en el trazo simultaneo de potencial de membrana se muestra que,
tanto en el espermatozoide capacitado como en el no capacitado, la
despolarizacion que induce el potasio sobre el potencial de membrana, en
presencia de valinomicina, es practicamente el mismo. Con esto se descarta que
el notable aumento en el influjo de calcio dependiente de voltaje se deba a
diferentes sensibilidades al potasio en una u otra célula y que, efectivamente,
existe un aumento en la probabilidad de apertura de los CCDV del espermatozoide

humano. Asimismo, se observé que el valor del calcio intracelular en reposo se
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incrementd ~100 nM, lo cual es caracteristico de los espermatozoides capacitados
[19,20,21].

Con el objeto de explorar si la actividad de fosforilacion de tirosinas
participa en la estimulacion de los CCDV, estudiamos el efecto de la genisteina
(que es un inhibidor de la actividad de tirosina cinasas) en el influjo de calcio
dependiente de voltaje estimulado por capacitacién (figura 8). La adicién de 60
MM de genisteina, que es una concentracion que se ha probado inhibe la
fosforilacion de tirosinas en el espermatozoide humano, produjo un rapido
apagamiento inespecifico en la fluorescencia excitada a 340 y 380 nm. Este
apagamiento afecto los valores de la razén 340/380 nm de manera diferente y por
tanto el valor calibrado presenté una caida abrupta, no atribuible a una sefal de
calcio. Estimamos que la obtencion de Rmax y Rmin en estas condiciones podria
dar valores confiables de calcio (sin embargo véase mas adelante), ya que parecio
que el registro podia “absorber” el error producido por el apagamiento inespecifico.
Hecha esta reflexién, podemos observar que, después del rapido apagamiento
inespecifico, la genisteina produjo una pequefia y lenta, pero genuina disminucién
en el calcio intracelular, como se puede apreciar en el hecho que la fluorescencia
excitada a 340 nm desciende y la de 380 nm aumenta, probablemente debido a la
estimulacién (Ca**-ATPasas membranales) o inhibicién (canales de calcio que
establecen la concentracion intracelular de reposo) de los mecanismos
dependientes de la actividad de tirosina cinasas [49]. Posterior a la adicién de
valinomicina y potasio se puede ver una notable inhibicion sobre el influjo de calcio
dependiente de voltaje. En principio, esta observacion apoyaba la hipétesis de
que el influjo de calcio dependiente de voltaje se estimularia por fosforilacién de
tirosinas, proceso que se lleva a cabo durante la capacitacion [14,17].

Siguiendo este protocolo, decidimos explorar el efecto de diferentes
concentraciones de genisteina, incluyendo concentraciones menores de 60 uM
para disminuir el apagamiento inespecifico, en el influjo de calcio dependiente de
voltaje en el espermatozoide capacitado en los trazos de la lectura ratiométrica
(razén 340/380 nm). La figura 9 muestra que a mayor adicion de genisteina mayor

es el efecto inhibitorio sobre los CCDV del espermatozoide, con valores de
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saturacion entre 40 y 60 uM. A estos dos valores se produce un descenso
saturante en el calcio intracelular de reposo y una inhibicién de los CCDV en los
espermatozoides capacitados, que llegan a alcanzar valores cercanos al
espermatozoide no capacitado. Si bien estos resultados parecian claros, aun
cuando la genisteina indujera una genuina disminucion en el calcio intracelular,
quedaba la posibilidad de que los valores fueran sesgados dado el apagamiento
inespecifico del fura-2. En este sentido, la posibilidad de que la genisteina
generara sesgo en las medidas nos puso en la necesidad de calibrar la sefial en
cada trazo y de manera rapida.

Las calibraciones de los valores de fura-2 (al final de los trazos) en los
experimentos hasta ahora expuestos, tomaron en cuenta valores promedio de
Rmax y Rmin, obtenidos de varios experimentos control, es decir, hechos sin
aditivos como la genisteina. El uso de estos valores promedio facilitaban las
lecturas ya que, por razones que aun desconocemos, la obtencién del valor de
Rmin, después de la adiciéon de ionomicina, es tan lenta que lleva alrededor de 20
minutos llegar a valores cercanos a 0.8 (valor promedio de Rmin). Esto dificultaba
la calibracién individual para cada trazo, que debia hacerse al final de cada
experimento. Para resolver este problema decidimos anadir Triton X100 junto con
el EGTA y alcanzamos rapidamente un valor de Rmin cercano a los valores
promedio obtenidos en ausencia del detergente pero después de 20 minutos (ver
figura 5 Metodologia). Esto posibilitd calibrar, en 3-4 minutos, las sefiales al final
de cada experimento.

La figura 10 muestra el efecto de la genisteina sobre los CCDV en el
espermatozoide humano cuando se calibra la sefal para cada trazo. Observamos
que a pesar de que en el registro de calcio intracelular no se presentaba una
disminucién inespecifica, el valor de Rmax disminuia notablemente (de valores
entre 6 y 7 a valores entre 5 y 6) en funcién de la concentracion de genisteina
afiadida, y esto hacia que, basandose en las calibraciones individuales, los
registros no presentaran diferencias en el influjo de calcio dependiente de voltaje

entre el control y las células tratadas con genisteina. Este resultado indicaba,
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contrario a la conclusion escrita arriba, que los CCDV de los espermatozoides
humanos no eran afectados por la fosforilacién de tirosinas.

Esto nos plante6 dudas respecto a la confiabilidad de los resultados, ya
que, si bien la calibracion individual era mas confiable, no podiamos saber si otras
propiedades del fura-2 estarian afectadas en presencia de la genisteina, como la
K4, 0 incluso el grado de inclinacion de la curva de union con respecto a la
concentracion de calcio.

En este sentido decidimos cambiar los procedimientos para estudiar el
efecto de la genisteina. Este cambio consistid, fundamentalmente, en incubar las
células con la genisteina en el medio de capacitacion y llevar a cabo la medicion
de fura-2 en medio sin genisteina. Por otra parte, decidimos despolarizar a -30 mV
en lugar de a —15 mV con el fin de reducir el influjo de calcio dependiente de
voltaje. Esto se hizo para evitar que los valores del pico de calcio intracelular
inducido por despolarizacion llegaran a valores de saturacion de fura-2, como
frecuentemente sucedia al inducir despolarizacion a —15 mV, maxime que la
genisteina podria disminuir los valores de Rmax.

La figura 11A muestra el efecto de incubar los espermatozoides en medio
de capacitacién por 4 horas con diferentes concentraciones de genisteina . Los
espermatozoides fueron centrifugados y lavados del medio de capacitacién con la
genisteina, mientras la pastilla de células se anadio a la celda de cuarzo para

medir fluorescencia con medio H-HSM sin genisteina. En estos casos los valores

de Rmax fueron cercanos, todos, al valor del experimento control, indicando que la
genisteina fue efectivamente removida de los espermatozoides. Asimismo,
encontramos que los valores de calcio intracelular en reposo no se afectaron por
la incubacién de genisteina en el medio de capacitacion. Esto indico6 que la
disminucién del calcio intracelular inducido por la genisteina (figura 8) fue
reversible. Se observé que la genisteina (en el intervalo de 30 a 120 uM) no
provoco ningun efecto en el influjo de calcio dependiente de voltaje. En el trazo
también se muestra el influjo de calcio dependiente de voltaje, notablemente

menor, del espermatozoide no capacitado. Considerablemente, no hubo efecto
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estadisticamente significativo (ANOVA; p= 0.95; n= 5) ni a concentraciones tan

altas como 200 uM de genisteina (figura 11B).

6.2 Efecto de la genisteina en los CDDV estimulados por la progesterona.
Si bien, los resultados descritos arriba implicaban que la genisteina no presentaba
ningun efecto en los CCDV, quedaba la duda de si la remocion de genisteina del
medio producia un regreso al estado natural de las células, es decir, que sus
presuntos efectos de inhibicion sobre la fosforilacion de tirosinas fueran revertidos
durante el registro. Teniendo esto en mente se midié el efecto de la genisteina
presente durante la incubacién de los espermatozoides humanos en medio de
capacitacion sobre el influjo de calcio inducido por progesterona, y la estimulacion
en la subsecuente induccion del influjo de calcio dependiente de voltaje.

La figura 12A muestra el efecto de diferentes concentraciones de genisteina
(30, 60 y 120 uM), presentes en el medio de capacitacion durante la incubacién
por 4 horas, sobre el influjo de calcio inducido por progesterona (4 uM). Las
células fueron centrifugadas (como se describié anteriormente) y el registro de

fluorescencia se hizo en medio H-HSM sin genisteina. En los controles

observamos de manera consistente que la progesterona indujo un aumento en el
influjo de calcio en espermatozoides capacitados comparado con espermatozoides
no capacitados. Como habiamos anticipado, la genisteina produjo una notable
disminucién en el pico de calcio inducido por progesterona en espermatozoide
capacitado (sin llegar a valores de espermatozoide no capacitado). El efecto de la
genisteina saturé en 30 uM, lo cual es consistente con el hecho de que a estas
concentraciones de genisteina se inhibe la fosforilacién de tirosinas que se genera
durante la capacitacion [50] y con los resultados presentados por otros autores en
los que se evidencia la via de permeabilidad “dependiente de fosforilacién de
tirosinas” que genera la progesterona en su mecanismo de transduccion
[14,17,30]. Ademas, este resultado apoy6é la hipotesis de que la genisteina,
efectivamente, produce un efecto inhibitorio de la capacitacion, medida por la

disminucién del pico de calcio inducido por progesterona.
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El influjo de calcio dependiente de voltaje posterior a la estimulaciéon por
progesterona fue poco afectado por la genisteina, e incluso, a altas
concentraciones del inhibidor, produjo un ligero aumento en la permeabilidad de
los CCDV. Es necesario mencionar que la progesterona estimula
significativamente el influjo de calcio dependiente de voltaje y que la ligera
estimulacién a 120 y 200 uM de genisteina, de acuerdo al presente resultado,
(figura 12B) no se debe a la fosforilacidon de tirosinas que induce la progesterona.
Ademas tampoco hubo diferencia estadisticamente significativa (ANOVA; p= 0.70;
n=15) en ninguna de las concentraciones utilizadas de genisteina (10, 30, 60, 120 y
200 uM).

También se investigo el efecto del tiempo de incubacion de la genisteina
sobre los influjos de calcio. La figura 13 muestra que basta una hora de incubacion
con la genisteina 60 uM para producir efectos inhibitorio en el influjo de calcio
inducido por progesterona, sin afectar el influjo de calcio dependiente de el voltaje.
Estos resultados sugieren que los CCDV no son modulados por la fosforilacion de

tirosinas que dispara la progesterona.
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7. CONCLUSIONES.

1. La genisteina presente en el medio de capacitacion, inhibe el influjo de calcio
inducido por progesterona en el espermatozoide capacitado.

2.- La genisteina presente en el medio de capacitacion y a concentraciones que
bloquean parcialmente el influjo de calcio inducido por progesterona, no afectan
los canales de calcio dependientes de voltaje estimulados por capacitacion, pero
si inhibe la estimulacion por progesterona.

3.- La genisteina produce un ligero, pero reversible, descenso en el calcio
intracelular de reposo. Este resultado se puede interpretar como una estimulacién
de las Ca®*-ATPasas membranales o por una inhibicion de los canales de calcio
encargados de establecer la concentracidén intracelular de reposo de éste idn,
ambos mecanismos dependientes de fosforilacion de tirosinas.

4.- La presencia de genisteina durante los registros de calcio, aun cuando no
cause variaciones en la relacion 340/380 nm debido a la compensacion del
apagamiento inespecifico de fluorescencia, provoca distorsiones en el sistema de
deteccidén 6ptica, dando valores menores a los obtenidos en trazos realizados sin
genisteina.

El influjo de calcio inducido por progesterona es afectado cuando se inhibe
la actividad de fosforilacion de tirosinas en el espermatozoide humano. Sin
embargo, los CCDV no modulan su permeabilidad durante la capacitaciéon a través
de la actividad de tirosina cinasas como en el caso de la progesterona. Esto
confirma el hecho de que estas dos vias de permeabilidad son diferentes.

Aun cuando la actividad de fosforilacion de tirosinas no modula el aumento
en la permeabilidad de los CCDV en el espermatozoide humano, existen otros
mecanismos que deben ser explorados y que no son excluyentes entre si: a)
Alcalinizacion del pH intracelular. Durante la capacitacion, el pH intracelular se
alcaliniza alrededor de 0.14 unidades. Se ha visto que el amonio, que pude
alcalinizar el pH intracelular, estimula los CCDV. b) El aumento en la actividad de
AMPc durante la capacitacion. Se ha observado que los CCDV de espermatozoide

de ratdn, que requieren de alcalinizacion extracelular para abrirse, se estimulan
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por la presencia de AMPc, con la consiguiente estimulacién en la actividad de la
proteina cinasa A (PKA). c) La generacion de segundos mensajeros lipidicos (por
activacion de fosfolipasas) como el inositol trifosfato y el diacilglicerol, los cuales
promueven el aumento de calcio intracelular en células somaticas y estimulacion

de la proteina cinasa C (PKC).

27



Acrosoma

Mdcleo

Mitocondriag

o

(a) Flagalo

1 um
(b) | ]

Figura 1. Estructura de un espermatozoide maduro. Figura tomada de Solomon et al [51].
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Figura 2. Estructura y mecanismo sensor de voltaje transmembranal de Ila
diisopropiltiodicarbocianina (diSC3(5)). En la parte superior de la figura se explica la propiedad de
movilizacion del diSC3(5). En la grafica inferior izquierda se muestra cémo la adicion de células,
con potenciales de membrana diferentes, produce un apagamiento en la fluorescencia debido a la
captacion electroforética del colorante. EI cambio porcentual de la fluorescencia es una funcién
lineal de el potencial de membrana. La gréfica inferior derecha se representa la relacion lineal entre
el apagamiento de fluorescencia y el potencial de membrana. Figura tomada de Guzman [52].
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Figura 3. Estructura de el fura-2 AM y el fura-2 activado. Representacion de el proceso de unién
calcio-fura. Figura tomada de Guzman [52].
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de valinomicina (val) y KCI 60 mM.
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Figura 7. Deteccién simultanea de calcio intracelular y potencial de membrana en espermatozoides
no capacitados (t0) y capacitados (t4). Las flechas representan el momento de la adicién de
valinomicina (val) y KCI 60 mM.
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Figura 8. Efecto de la genisteina (60uM) sobre el influjo de calcio dependiente de voltaje inducido
por KCI en espermatozoides capacitados. En la parte superior de la figura se observa un
apagamiento inespecifico en las lecturas de 340 y 380 nm al agregar genisteina. En el registro de
calcio intracelular se aprecia una inhibicién en el influjo de calcio dependiente de voltaje por el uso
de genisteina (g60) en comparacion con el control (t4).
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Figura 9. Deteccion de calcio intracelular en la induccién de influjo de calcio dependiente de voltaje
en espermatozoides no capacitados (t0), capacitados (t4) y el efecto de diferentes concentraciones
de genisteina 10 (g10), 20 (g20), 40 (g40) y 60 uM (g60) en la lectura de la razén 340/380 nm sefal
de fura-2.
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Figura 10. Efecto de la genisteina sobre los CCDV en registros calibrados individualmente.
Deteccién de calcio intracelular en la induccion de influjo de calcio dependiente de voltaje en
espermatozoides no capacitados (t0) y capacitados (t4) y el efecto de diferentes concentraciones
de genisteina (10, 20, 40 y 60 uM) en la sefal calibrada individualmente para cada trazo
obteniendo la concentracion de calcio intracelular como se describe en Metodologia.
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Figura 11. Efecto de la genisteina en el influjo de calcio dependiente de voltaje. Registro de calcio
intracelular en espermatozoides no capacitados (t0) y capacitados (t4). (A) Los espermatozoides
capacitados fueron tratados con genisteina a 10, 30, 60, 120 y 200 uM durante la incubacién en
HSM, posteriormente se llevaron a cabo los registros con influjo de calcio dependiente de voltaje.
(B) Diferencias entre los picos de calcio intracelular inducido por despolarizacién en
espermatozoide no capacitado (t0) y capacitado (t4) con (g10, g30, g60, g120 y g200) y sin
genisteina. De acuerdo al andlisis de varianzas (ANOVA), no hay diferencia significativa entre las
medias de cada tratamiento en el espermatozoide capacitado (p= 0.95; n=5).
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Figura 12. Efecto de la genisteina sobre los CCDV estimulados por progesterona. Registro de
calcio intracelular en espermatozoides no capacitados (t0) y capacitados (t4). (A) Los
espermatozoides capacitados fueron tratados con genisteina a 10, 30, 60, 120 y 200 uM durante la
incubacion en HSM, posteriormente se llevaron a cabo los registros con influjo de calcio inducidos
por progesterona (P) y dependiente de voltaje (KCI). (B) Diferencias entre los picos de calcio
intracelular inducido por despolarizacion en espermatozoide no capacitado (t0) y capacitado (t4)
con (g10, g30, g60, g120, g200) y sin genisteina. De acuerdo al anadlisis de varianzas (ANOVA), no
hay diferencia significativa entre las medias de cada tratamiento en el espermatozoide capacitado
(p=0.70; n=5).
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Figura 13. Efecto de 60 uM de genisteina en CCDV a diferentes tiempos de incubacion. (A)
Registros de calcio intracelular en espermatozoides no capacitados sin genisteina (t0), capacitados
sin genisteina (t4), con una (gt1), dos (gt2), y tres horas de incubacion con genisteina (gt3),
ademas de la adicion de genisteina durante el registro (gt4) sobre el influjo de calcio inducido por
progesterona (P) y el dependiente de voltaje del espermatozoide humano capacitado. (B) Registros
por separado del efecto de la genisteina a diferentes tiempos de incubacion sobre los CCDV.
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