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Abreviaturas.

[Ca®']i: concentracion intracelular de Ca®*.

AINE: Antiinflamatorio No Esteroideo.

AN: Acido Niflumico.

Cay: Canal de Ca** dependiente de voltaje.
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GABA: Acido gamma-Amino butirico.

HEK-293: Human Embryonic Kidney cells 293.

HP: potencial de mantenimiento (Holding Potential).

HS: solucién de aislamiento sin Ca®*.

HVA: canales de alto umbral de activacion (High Voltage Activated).
ICs0: Concentracion media de inhibicion.

LVA: canales de bajo umbral de activacion (Low Voltage Activated).
RA: Reaccién Acrosomal.

SEM: Error estandar de la Media

Tipo T: corriente transitoria de Ca®* (T-type).

Vn: potencial de membrana.

ZP: Zona Pellucida.



Resumen:

El Ca® tiene un papel preponderante en los procesos de fecundacion ya que participa
desde la generacion de los gametos hasta en la movilidad de las células y en la
reaccion acrosomal de los espermatozoides. Existen una gran cantidad de evidencias
que indican que los canales de ca? dependientes de voltaje participan en los procesos
que dependen del Ca”* en la fecundacion, sin embargo actualmente esto es un tema
que de fuerte debate. Las tres isoformas de la familia de los Cay3 estan presentes y
son funcionales en las células espermatogénicas de ratén y se conservan durante la
maduracion de los espermatozoides. Sin embargo el ratén nulo en Cav3.2” no tiene
corrientes de Ca®** y es fértil. Esto no descarta que el apagamiento de este gen
interrumpa la expresion y/o la funcion de los otros dos Cays. La redundancia de funcion
en etapas maduras de los espermatozoides por otros Cays tampoco se puede
descartar. La necesidad de un estudio biofisico detallado de la corriente total de Ca?*
en células epermatogénicas podria ayudar aclarar si la corriente total de Ca®* es una
mezcla de la actividad de las distintas isoformas, lo que sugeriria la posible
participacion de estas en otros procesos que dependen del Ca?* durante la
fecundacion. El objetivo principal del presente trabajo fue estudiar con la técnica de
“patch-clamp” las propiedades biofisicas de la corriente de Ca®* tipo T en las células
espermatogénicas de raton que nos ayuden a diferenciar las isoformas que podrian
conformar la corriente total de Ca®". El segundo objetivo de nuestro trabajo fue
establecer el mecanismo de blogueo de la corriente de Ca®* tipo T por acido niflimico
y por Celecoxibe para probar si estas drogas pueden ser utilizadas como herramientas

quimicas que nos ayuden a diferenciar la contribucion de las distintas isoformas de los
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Cay3 en la corriente total de Ca®" en las células espermatogénicas y quizas en los
espermatozoides maduros. Nuestros resultados sobre la biofisica de la corriente tipo T
y en particular el tiempo de recuperacién de la inactivacion de los canales nos sugieren
que la isoforma Cay3.1 contribuye en la corriente total de Ca®** en las células
espermatogénicas de ratén. Nuestros resultados con los bloqueadores quimicos nos
indicaron que el acido niflumico tiene una I1Csop de ~75 pM y que no cambia la
dependencia de voltaje de los canales. El acido niflumico hace mas lenta tanto la
activacion como la inactivacion de los canales de Ca®" tipo T pero no afecta el
mecanismo de cierre de los canales. Esta droga puede inhibir a los canales desde el
estado cerrado, pero tiene un efecto mayor cuando los canales estan en el estado
abierto y en el inactivado. Nuestros resultados con el celecoxibe nos indicaron que
inhibe las corrientes de Ca®* tipo T con una ICsq ~27 UM y no cambia la dependencia
del voltaje de los canales. Este farmaco no cambié la cinética de activacion ni la
cinética de inactivacion en el estado estacionario de las corrientes de Ca®* tipo T. Este
compuesto a diferencia del acido niflumico no cambid la apertura ni la inactivacion de
los canales. El mecanismo de cierre también permanecié sin cambio. El celecoxibe
aumento la tau de recuperacion de la inactivacion de forma similar a lo observado con
el acido niflumico, lo que nos indicé que posiblemente estabiliza el estado inactivado de
los canales previniendo que se puedan activar nuevamente de forma rapida. Este
resultado también nos indicé que posiblemente una de las isoformas de los Cay3 es

mas sensible al bloqueo por estas drogas.

En este estudio demostramos que la corriente de Ca®* tipo T esta conformada por mas

de una isoforma y que tanto el acido niflimico como el celecoxibe afectan estas
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corrientes en las células espermatogénicas de ratdn. El uso indiscriminado de este tipo
de farmacos podria comprometer de manera general las funciones fisiologicas que
dependen de la actividad de los canales de Ca®" tipo T en diferentes tipos de células y
de manera particular podrian afectar posiblemente el desarrollo de las células

germinales.



Antecedentes
1.1 El papel del Ca** en la fisiologia animal.

El Ca®* es un elemento esencial del que dependen una gran diversidad de proteinas,
enzimas y procesos de transduccion de sefiales que se generan en las células en
general en respuesta a estimulos externos. Dentro de los procesos dependientes de
Ca®" se encuentran la generacion y propagacion del impulso nervioso, las sefales
marcapaso de las células cardiacas, asi como en los procesos de quimiotaxis,
secrecion hormonal y en la generaciéon y maduracion de los gametos, por mencionar
solo algunos (Pérez-Reyes 2003). El estudio de los mecanismos de transporte de Ca**
y del mantenimiento y regulacién de la homeostasis de este ion en la célula ha sido por
décadas uno de los temas de estudio mas intrigantes en la fisiologia celular. La pérdida
del control en la regulacion del Ca?* puede disparar efectos dafiinos tan graves como
por ejemplo la muerte celular programada (Orrenius et al., 2003), y en el caso particular
de los gametos puede comprometer la capacidad de los espermatozoides para
fecundar al évulo y en todo caso el desarrollo embrionario del nuevo individuo (Krausz

et al., 1995; Baldi et al., 1999; Whitaker, 2008; Espino et al., 2009).
1.2 Los mecanismos de transporte de Ca®* en las células animales.

En las células animales el gradiente de concentracion de Ca®* entre el medio extra e
intracelular ([Ca®*"], ~2 mM; [Ca®*]i ~100 nM) favorece la entrada de este ion a través de
los mecanismos de transporte pasivo o canales de Ca?*. El incremento descontrolado

de [Ca*']i podria ocasionar la perdida de la regulacion de enzimas, la expresion
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genética y disparar procesos de apoptosis en las células (Orrenius et al., 2003). El Ca?*
se puede transportar a través de (bombas de Ca’* dependientes de ATP, asi como de
los sistemas de transporte secundario (intercambiadores Na*/Ca?*; Ca®*/H*) que se
encuentran en la membrana plasmatica y en las membranas de los organelos internos
que sirven como reservorios de Ca?*. El gradiente de Ca?* favorece la entrada de este
catién a través de los canales ionicos presentes en la membrana plasmatica lo que

aumenta rapidamente la [Ca®"];

y desencadena cascadas de sefializacidn vitales para la
célula (Costello et al., 2009). El aumento de la [Ca?']; puede originarse también por la
liberacion de Ca®" de las pozas internas como por ejemplo del reticulo endoplasmico
(RE) a través de mecanismos de liberacion de Ca®* inducidos por inositol 1-4-5
trifosfato (IP3, Mikoshiba 2007) o por la liberacién de Ca*" inducida por Ca?* (CICR;
Bootman et al., 2001; Whitaker, 2008). El mantenimiento de la homeostasis del Ca**
resulta del adecuado funcionamiento y la comunicacion entre los diversos sistemas de
transporte de la membrana plasmatica y los reservorios intracelulares de Ca" (RE,
nucleo, mitocondrias). Actualmente existe un gran interés entre la comunidad cientifica
por establecer cuales son los elementos genéticos y moleculares que participan en el

transporte, la regulacién y el mantenimiento de la homeostasis del Ca®* en las células

germinales.
1.3 La clasificacion de los canales de Ca®* dependientes de voltaje (CCDV).

Los primeros registros de corrientes de Ca®* realizados en miocitos cardiacos y en
fibras de Purkinje (Reuter 1967; 1979) revelaron la existencia de canales de Ca®*

dependientes del voltaje (CCDV). Estudios posteriores revelaron que los CCDV
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participan activamente en el mantenimiento de la homeostasis del Ca?* y que sus
propiedades eléctricas estan relacionadas con el tipo de tejido en el que se expresan.
En el musculo cardiaco y en el esquelético las corrientes de Ca’* se caracterizan por
tener un umbral de activacion por voltajes despolarizados (High Voltage Activated; >-20
mV), son de alta conductancia y tienen una inactivacion lenta (1 ~2000 ms) y
dependiente de voltaje (Pérez-Reyes 2003). Ademas de estas propiedades se sabe
que los canales tipo HVA son regulados por fosforilacién a través de proteinas cinasas
dependientes de AMPc, y que se bloquean de manera especifica por las
dihidropiridinas, las fenilalquilaminas, y las benzodiacepinas (Reuter 1983), que son
caracteristicas particulares de los canales de Ca?* tipo Long lasting (Nowycky et al.,

1985).

En contraste, los estudios realizados por Hagiwara y colaboradores en ovocitos de
estrella de mar (Hagiwara et al., 1975), y por Llinas y Yaron en neuronas de Purkinje
(Llinas y Yarom, 1981), revelaron la existencia de canales de Ca®* que se activan con
potenciales cercanos a -60 mV, con una actividad maxima a potenciales de entre -30 y
-20 mV, y con actividad transitoria (Transient) ya que se inactivan en pocos
milisegundos (Tinaet< 50 ms). La conductancia unitaria de los canales tipo T es de ~8 pS,
y se bloquean por mibefradil (ICso~ 1 — 10 uM) (Pérez-Reyes 2003). Este conjunto de
propiedades nos permite separar a los CCDV en dos grupos principales los HVA o tipo

L, ylos LVA o tipo T.

Los CCDVs estan formados principalmente por la subunidad alfa (a) que se compone

de cuatro dominios proteicos cada uno conformado por seis segmentos
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transmembranales (S1-S6). Los segmentos $1-S3 son estructurales mientras que el S4
contiene aminoacidos cargados principalmente argininas, que le permiten sentir los
cambios en el potencial de membrana celular, por lo que se le conoce comunmente
como el sensor de voltaje. ElI S5 esta unido al S6 por un asa externa que forma el poro
de conduccion idnica. Diversos tipos de canales de Ca?' pueden o no presentar
subunidades accesorias a la a que contribuyen con el adecuado ensamblaje,
funcionamiento y la regulacion de la actividad de los CCDVs (Caterall 2000; Pérez-

Reyes 2003).

Los CCDVs se pueden caracterizar y diferenciar por sus propiedades biofisicas como
son la respuesta al voltaje, la selectividad al Ca®* y al Ba®*, la cinética de inactivacion y
la de cierre, asi como por la tau de recuperacion de la inactivacion. También es posible
diferenciarlos de acuerdo a su sensibilidad al bloqueo por agentes quimicos como el
Ni?* y el Zn**, y por farmacos y toxinas de origen natural (Caterall 2000; Pérez-Reyes
2003). Esta caracterizacion ha permitido separar las 10 isoformas de los CCDVs y
agruparlas en 3 familias principales: Cay1, y Cay2 para los HVA y CaV3 para los LVA.
La familia de canales Cay1 se compone de 4 isoformas la al1S; 1C; 1D; y 1F. Las
cuatro isoformas presentan una corriente de Ca** tipo L. Dentro de la familia Cay2, se
agrupan las subunidades: a1A; 1B; y 1E cuyas corrientes son de tipo P/Q; N y R,
respectivamente. Mientras que la familia Cay3 se compone de tres isoformas la Cay3.1
(a1G); la Cay3.2 (a1H) y la Cay3.3 (a1l). Los canales de la familia Cay3 se diferencian
de las otras dos familias porque carecen principalmente de subunidades accesorias a
la subunidad a. Esta ultima caracteristica ha facilitado la expresion de los genes

recombinantes de la familia Cay3 en sistemas heterélogos, donde sus propiedades
13



biofisicas son muy parecidas a las de los canales que se expresan en sistemas nativos.
Las propiedades de las corrientes de Ca?* de la familia Cay3 son muy similares entre si
debido a que comparten una alta homologia a nivel de secuencia (Pérez-Reyes 2003).
Sin embargo, es posible separarlas gracias a sus propiedades finas como la tau de
inactivacion y por el tiempo que les toma salir de esta inactivacion, asi como por su
selectividad al Ba*", y por su sensibilidad al Ni?* y a diversos compuestos quimicos

como los anti-hipertensivos y los anti-arritmicos (Pérez-Reyes, et al., 2009).

1.4 La participacion del Ca?* en la producciéon de gametos y en los procesos de

fecundacion.

La regulacién del Ca** es fundamental en todos los organismos animales. En los
organismos de fecundacion externa como en el erizo de mar la sefalizacion a través
del Ca** le ayuda al espermatozoide a cambiar su trayectoria y redirigirse hacia el vulo
para fecundarlo (Wood et al., 2007; Guerrero et al., 2010). En el caso de los
organismos de fecundacion interna como en los mamiferos el Ca®* es necesario para la
produccion de gametos, asi como para que estos viajen, encuentren al évulo y se
fusionen para dar origen a un nuevo organismo. El proceso de generaciéon de gametos
involucra la participacion de mecanismos de generacién, diferenciacion y de aporte
constante de gametos de alta calidad en el macho. Actualmente se ha generado un
gran interés en estudiar los mecanismos moleculares que participan en la
espermatogénesis, debido a que los agentes quimicos como los pesticidas, los
desechos industriales y los agentes quimicos sintéticos de los alimentos, por mencionar

solo algunos afectan la fertiidad en humanos (Akingbemi and Hardy, 2001). Los
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canales de Ca®" tipo T son los mas abundantes en las células espermatogénicas en los
roedores (Benoff 2007; Santi et al., 1996), y podrian ser la entrada principal de Ca?*
que desencadena la expresion de genes que conllevan a las células espermatogénicas
a entrar en muerte celular programada (Mishra et al., 2001). Debido a esto estudiar y
conocer la regulacion de la actividad de los canales tipo T en células espermatogénicas
es un requisito indispensable para entender su participacion en la generacion de

nuevos espermatozoides.

En los mamiferos los espermatozoides maduros no pueden fecundar al évulo sin antes
experimentar cambios bioquimicos y moleculares importantes. Cuando los
espermatozoides entran en contacto con el tracto reproductor femenino la membrana
plasmatica pierde colesterol y se reorganiza, la actividad de canales de CI" y de
bicarbonato, asi como de los intercambiadores de protones hace que se modifique el
pH intracelular (pH;). La entrada de Ca®" y de Na* del medio externo despolariza el
potencial de membrana (En). En conjunto esta serie de cambios se conoce como
capacitacion de los espermatozoides (Darszon et al., 2006). Cuando los
espermatozoides pasan de los testiculos al epididimo adquieren la capacidad de
moverse. Un paso posterior a la capacitacion es la hiperactivacion de la movilidad, lo
que les permitira a los espermatozoides abrirse paso entre los epitelios y ascender en
el tracto reproductor femenino para alcanzar y fecundar localizar al 6vulo. Una de las
etapas finales de la fecundaciéon es un proceso que se conoce como Reaccion
Acrosomal (RA), que se caracteriza por la pérdida de membrana plasmatica y la
exposicion de la membrana acrosomal interna asi como la liberacion de enzimas

hidroliticas que ayudan al espermatozoide a abrirse paso entre las distintas capas de
15



células y las glicoproteinas que conforman a la Zona Pelucida (ZP) que rodea al évulo.
Este proceso es altamente dependiente del Ca?* extracelular (Darszon et al., 2006) y
es sensible a las dihidropiridinas (bloqueadores especificos de los CCDVs) (Florman et

al., 1992; 1994; Pérez-Reyes 2003).

Las evidencias acumuladas hasta la fecha indican que en la mayoria de especies de
organismos de reproduccion sexual la busqueda y localizacion del évulo depende de la
[Ca®"]; (Publicover et al., 2007; Darszon et al., 2011). Un ejemplo de esto ocurre en la
quimiotaxis del espermatozoide del erizo de mar de la especie Strongylocentrotus
purpuratus en donde los cambios en el batido del flagelo estan sincronizados con
cambios en la [Ca®']; (Wood et al., 2007).Esta estrategia le permite al espermatozoide
del erizo reorientarse en el espacio y encontrar el centro del gradiente del atrayente
quimico que rodea al 6vulo (Guerrero et al., 2010). Resulta interesante que los canales
de Ca** de la familia Cay3 se encuentran distribuidos tanto en espermatozoides de
erizo de mar como en mamiferos, incluido el humano lo que sugiere un papel comun en
las vias de senalizacion que ocurren durante el proceso de fecundacién, y
posiblemente desde la formacién de los gametos. Una de las evidencias mas solidas
que apoyan estas hipétesis es que las tres isoformas de la familia de canales de Ca**
Cay3 se localizan a nivel de proteina en células espermatogénicas de raton (Trevifio et
al., 2004), y en distintas secciones de los espermatozoides maduros de ratén y de
humano (Darszon et al., 2011). La amplia distribucién de los Cay3 en organismos de
fecundacion externa permite suponer su participacion en los procesos dependientes de
Ca*" durante la fecundacién, sin embargo hasta la fecha solo se ha registrado la

corriente tipo T en células espermatogénicas de ratén. La falta de registros
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eletrofisiologicos de los Cay3 en los espermatozoides maduros puede deberse a que su
conductancia es tan baja que no se puede resolver con la técnica de “patch-clamp”.
Otra posibilidad es que durante la maduracién de los espermatozoides los Cay3 entran
en un estado de regulacion negativa que los mantiene inactivados. Diversos estudios
farmacologicos apoyan la hipétesis de la participacion de los canales tipo T en los
procesos de fecundacion dependientes de Ca?*, por ejemplo en el espermatozoide del
erizo de mar de el agonista natural dispara un aumento transitorio de Ca®" que es
sensible al verapamil y a las dihidropiridinas (Darszon et al., 2006), bloqueadores
especificos de los Cays (Pérez-Reyes et al., 2003). La ausencia de mediciones directas
de la actividad de los Cay3 en espermatozoides maduros no descarta su participacion
en los procesos de fecundacion. Sin embargo, el hecho de que las corrientes de los
Cay3 sea tan dominante en las células espermatogénicas sugiere su participacion en
los procesos de formacidén y posiblemente en la maduracion de los espermatozoides

(Mishra et al., 2006; Darszon et al., 2011).

1.5 Las propiedades biofisicas de los canales de Ca** tipo T que los hace buenos
candidatos para participar en los procesos de fecundacion en los

espermatozoides maduros.

La actividad de los canales de Ca?* tipo T depende de sus propiedades biofisicas y de
las condiciones fisioldgicas del tipo celular en donde se expresan. Las propiedades

biofisicas de los canales tipo T se pueden resumir de la siguiente manera:

1) Requieren de un potencial hiperpolarizante (<-90 mV) para remover su

inactivacion, y de potenciales despolarizantes para abrirlos.
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2) Tienen un umbral de activacion entre -60 y -50 mV, y una corriente al pico en

~-20 mV.
3) Las corrientes son transitorias y poco selectivas para el Ba®* y el Ca?*.

4) Se activan e inactivan rapidamente (<50 ms) y presentan corrientes de

ventana.

5) La recuperacion de la inactivacion (1), es decir el tiempo que se necesita para
volver a activar a los canales después de un ciclo de apertura-inactivaciéon y
cierre es diferente para cada isoforma (1, de Cay3.1 <100; Cay3.2 >400, y
Cay3.3 ~250-300 ms), por lo que es un parametro que nos ayuda a diferenciar la

contribucion de cada isoforma en la corriente total de Ca?*.

Estas propiedades correlacionan con algunos de los cambios que ocurren en los
espermatozoides maduros durante el proceso de fecundacion. En primer lugar, uno de
los resultados de la capacitacion de los espermatozoides de mamifero es la
hiperpolarizacién del potencial de membrana que pasa de ~-50 mV a ~-70 mV,
tedricamente es un potencial que ayudaria a remover la inactivacion de los canales de
Ca?* tipo T en estas células. En segundo lugar, la apertura de los canales tipo T es
transitoria, esto ayudaria a regular de manera muy fina la entrada de Ca®* a la célula.
En tercer lugar, la presencia de corrientes de ventana que se presentan a potenciales
entre -50 y -40 mV permitiria mantener un nivel basal de Ca?* en el citoplasma que
quiza le permita responder con mayor rapidez por ejemplo en la movilidad

hiperactivada. Esta correlacion no descarta la presencia y participaciéon de otro tipo de
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transportadores de Ca®* como los CatSper cuya actividad esta regulada por
incrementos en el pH; (Kirichok et al., 2006), lo que también correlaciona con la
capacitaciéon de los espermatozoides (Darszon et al., 2006). La importancia de los
CatSper ha aumentado en el campo de la fecundacion debido a que su actividad se
regula positivamente por la progesterona en espermatozoides de humano (Lishko et al.,
2011; Strunker et al., 2011) y a que los ratones nulos de CatSper son infértiles (Xia and
Ren 2009). De manera interesante los espermatozoides nulos en CatSper si son
capaces de desarrollar la RA y fecundan 6vulos a los que se ha quitado artificialmente
la zona pelucida, evidencias que apoyan la hipotesis de que otras conductancias de
Ca”* podrian participar en estos procesos (Publicover y Barratt, 1999; Darszon et al.,
2011). Existen evidencias de que los canales tipo T son regulados por factores
intracelulares como por ejemplo por proteinas cinasas en neuronas, por GMPc en
células del receptor olfatorio y por receptores acoplados a proteinas G en canales
recombinantes (Iftinca et al., 2007; Kawai y Miyachi, 2001; Rangel et al., 2010).
Actualmente no existen evidencias directas que indiquen la regulacién de los Cay3 por
factores intracelulares en células espermatogénicas, sin embargo esta posibilidad no se

puede descartar.
1.6 Las corrientes de Ca?* tipo T en las células espermatogénicas de raton.

Las evidencias funcionales de los canales tipo T en células espermatogénicas de raton
estdn ampliamente documentadas (Hagiwara y Kawa, 1984; Arnoult et al., 1996;
Lievano et al., 1996; Espinosa et al., 1999; Sakata et al., 2001; Jagannathan et al.,

2002; Stamboulian et al., 2004; Darszon et al.,, 2006 y 2011). En 1996 Santi y

19



colaboradores caracterizaron la corriente de Ca?** tipo T en las células
espermatogenicas de raton y reportaron que estas presentan una recuperacion de la
inactivacion de ~117 ms a -100 mV (Santi et al., 1996). Este parametro es similar al de
la isoforma Cay3.1, pero es 4 veces menor el de la Cay3.2 y 3 veces menor que el de la
Cay3.3 recombinantes (Pérez-Reyes 2003). En las células espermatogénicas del raton
con fondo genético Cay3.1" se registraron corrientes de Ca®* tipo T que
presumiblemente pertenecen a la isoforma Cay3.2 (Stamboulian et al., 2004). En
contraste las células espermatogénicas del ratén nulo en la isoforma Cay3.2 (Cay3.27)
no tienen corrientes de Ca®* de tipo T (Escoffier et al., 2007). Estas evidencias sugieren
que la corriente de Ca®" tipo T representa la actividad de la isoforma Cay3.2
principalmente. En el caso de los ratones mutantes en el Cay3.2” se debe comprobar
la presencia del mensajero del Cay3.1 para descartar que la expresion de este gen no
haya sido afectada al realizar el apagamiento del gen homologo Ca\3.2. El hecho de
que los ratones mutantes Cay3.2” sean fértiles apoya la hipotesis de que otros
transportadores de Ca®" como los transportadores tipo CatSper (Kirichov et al., 2006)
podrian contribuir en la regulacion de la [Ca®']; (Xia y Ren, 2009), la presencia de otros
CCVD como los tipo L tampoco se puede descartar (José O et al., 2010). Sin embargo,
debido a que no se ha generado la doble mutante en los Cay3 no se puede descartar la
posible redundancia de estos canales en etapas maduras de los espermatozoides. Las
diferencias encontradas entre las corrientes de Ca®* tipo T abre la posibilidad de que la
corriente tipo T sea el resultado de la actividad combinada de mas de una isoforma de
los Cay3. Para aclarar esto es necesario realizar una caracterizacién profunda de la

biofisica de los canales tipo T que se presentan en los ratones silvestres y e los ratones
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mutantes Cay3.1" que permita conocer que isoforma o isoformas generan esta

corriente.

Como lo mencionamos anteriormente las tres isoformas de los canales de Ca®* tipo T
se han inmunolocalizado tanto en espermatozoides maduros de raton, como de
humano (Trevifio et al., 2004; Darszon et al., 2006; Park et al., 2003). Los canales tipo
T registrados en las células espermatogénicas tienen distinta sensibilidad a las
dihidropiridinas, al mibefradil, la pimozida y la amilorida que los que se expresan en las
células somaticas (Arnoult et al., 1998), lo que sugiere la diversidad molecular de este
tipo de canales. El uso de farmacos que ayuden a diferenciar las propiedades de los
canales tipo T nos permitira en establecer su participacion en los procesos de
fecundacion. Un trabajo previo hecho por nuestro grupo de investigacion revelé que el
acido niflumico (un bloqueador tipico de canales anidnicos; White y Aylwin, 1990; Scott-
Ward et al., 2004), bloquea las corrientes de Ca®* tipo T en células espermatogénicas
con una ICsp menor a 50 uM (Espinosa et al., 1999). Adicionalmente este farmaco evité
que ocurriera la reaccion acrosomal en ensayos donde se uso la progesterona como
inductor natural en espermatozoides maduros de raton, de donde se calculd una ICs
de ~84 pM para el AN (Espinosa et al., 1998). Aunque los valores de ICsy son
relativamente altos con respecto a otros inhibidores mas potentes de canales de Cao.
tipo T, la importancia de estos resultados proviene del hecho de que farmacos con la
misma estructura quimica que el AN son utilizados indiscriminadamente por los
humanos, para el tratamiento de malestares tan comunes como el dolor de cabeza y

las reacciones inflamatorias leves.
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1.7 El efecto del Acido Niflaimico en los canales idnicos.

El AN pertenece a un grupo de drogas conocidas como antiinflamatorios no esteroideos
(AINE) o fenamatos. Los blancos principales de estos farmacos incluyen a las ciclo-
oxigenasas tipo 1 y 2. La isoforma COX-1 se expresa constitutivamente en varios
tejidos y tipos celulares en mamiferos, mientras que la expresion de COX-2 es
inducible solo en los sitios o zonas de inflamacion y en ciertos carcinomas
(Subbaramaiah et al., 1996; Sun et al., 2000; Sun et al., 2005). La actividad de la COX-
1 es de suma importancia en el tracto digestivo, debido a que media la sintesis de
prostaglandina E2, un potente gastroprotector (Singh y Triadafilopoulos, 1999). Ciertas
lesiones a nivel del estbmago se consideran como efectos colaterales por el consumo
prolongado de antiinflamatorios poco especificos. Un ejemplo es la aspirina comun, que
como este tipo de drogas, inhibe de manera irreversible a ambas isoformas de la COX.
Los fenamatos se utilizan principalmente como antiinflamatorios, aunque también
alivian el dolor en padecimientos como la artritis reumatoide. A pesar de su eficacia en
el tratamiento de estos padecimientos, sus efectos a nivel de tejido son variables
debido a su baja especificidad, por ejemplo dependiendo de su concentracién los
fenamatos pueden activar o inhibir canales de CI” (Liantonio et al., 2006). Por otro lado,
se ha reportado que el AN puede: a) bloquear o activar a los receptores tipo GABAA
dependiendo de las isoformas de sus subunidades (Sinkkonen et al., 2003), bloquear a
los canales Ky2.1 (Lee y Wang, 1999), c) activar conductancias de gran amplitud
dependientes de Ca*" (Ottolia y Toro, 1994), d) alterar la voltaje dependencia del
“gating” de canales: Ky4.2 y Ky4.3 (Wang et al., 1997), KCNQ1/minK (Busch et al.,

1994), KCNQ2/3 (Peretz et al., 2005), y del tipo marcapaso HCN (Accili y DiFrancesco,
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1996; Satoh y Yamada, 2001). Recientemente se ha reportado que el AN altera el
“gating” de los HCNZ2 ya que interactua con algunos residuos en el sensor de voltaje S4

(Cheng y Sanguinetti 2009).

Nuestros resultados con el AN adquieren una gran importancia médica en el contexto
de que los canales de ca? tipo T se pueden bloquear por un antiinflamatorio de uso
comun, y con ello afectar multiples procesos fisiolégicos en los que participan incluida

la generacion de gametos y la fecundacion.

1.8 El celecoxibe es un compuesto antiinflamatorio de uso comun que inhibe a

los canales idnicos.

El Cbx al igual que el AN forma parte del grupo de drogas AINEs que inhiben a la COX-
1y 2 (Vane et al., 1994; Subbaramaiah et al., 1996). Se utilizan para el tratamiento de
una amplia gama de enfermedades. Con el objetivo de evitar lesiones gastricas por la
inhibicion de la COX-1 se han desarrollado AINEs para inhibir especificamente la COX-
2 (DeWitt, 1999). Estas drogas incluyen al Cbx, rofecoxibe y el valdecoxibe. Durante los
primeros afios en el mercado a estas drogas fueron consideradas como “la aspirina
perfecta”. Sin embargo, estudios posteriores revelaron que al menos el rofecoxibe y el
valdecoxibe tienen efectos colaterales a nivel cardiovascular, por lo que fueron
retirados del mercado en América del Norte. Para el 2007 la unica AINE prescrita
legalmente en los Estados Unidos era el Celebrex (Brownstein et al., 2007). En el resto
de América aun es posible adquirir estos farmacos sin prescripcion médica.
Actualmente se ha documentado que los inhibidores de la COX-2 son agentes

quimicos que impiden la formacién de tumores (Sheng et al., 1999; Prescott et al.,
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2000). Los estudios sugieren que el Cbx podria tener blancos distintos a las COX-2
(Grosch et al., 2001; Tegeder et al., 2001). Un ejemplo de una via independiente de la
COX-2 es que el Cbx provoca que se detenga el ciclo celular y decrece la viabilidad
celular en lineas celulares de cancer de colon que no expresan la COX-2 (Grosh et al.,
2001). ElI Cbx es capaz de inhibir el crecimiento celular en lineas de prostata de
humano, donde el efecto anti tumoral de esta droga puede ser totalmente
independiente de la inhibicion de la COX-2 (Patel et al., 2005). Una de las vias alternas
que se conocen sobre la cual el Cbx actia como un agente anti tumoral que no
involucra a la COX-2 es a través de la via Akt en cancer de proéstata (Kulp et al., 2004).
En presencia de Cbx la via de sefalizacién mediada por Akt se detiene probablemente
a través de la inhibicibn de la PDK-1 una proteina cinasa dependiente de
fosfoinositidos que activa a la Akt, que interrumpe el ciclo celular (Vivanco et al.,
2002). El Cbx es capaz de inhibir la anhidrasa carbénica (Weber et al., 2004) y bloquea
canales de Na® activados por voltaje en neuronas del ganglio de la raiz dorsal en rata
(Park et al., 2007). El Cbx inhibe canales de K" y Na™ activados por voltaje en neuronas
aisladas de retina de rata (Frolov et al., 2008a) e induce arritmia en corazon de
Drosophila (Frolov et al., 2008b), inhibiendo a los canales de K tipo Shab (Kv2) (Hedge
et al., 1999; Singh and Singh 1999; Chopra et al., 2000). Recientemente se demostrd
que el Cbx es capaz de bloquear a los canales tipo Kv2.1 en el estado cerrado y en el
estado abierto con una ICsg de 9.1 uyM (Frolov et al., 2010) y que modifica el “gating”
acelerando la inactivacion de los canales de K* tipo Shab (Arias-Olguin et al, 2011). En
el caso particular de los canales de Ca®" hasta ahora el Unico reporte que se conoce es

un estudio de Zhang y colaboradores (2007) en células inmaduras PC12, donde
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describe que el Cbx es capaz de bloquear las corrientes tipo L de manera reversible y
con una ICsp de 0.45 uM. El Cbx inhibe la adenilato ciclasa responsable de la
produccion de AMPc que regula diversos procesos celulares incluyendo la entrada de
Ca*'y el estado de fosforilacidn de los CCDV (Saini et al., 2003; Catterall 2000), por lo
que este tipo de inhibicidn indirecta de los canales de Ca®* no se puede descartar. Se
ha documentado que los bloqueadores de los CCDV son efectivos para inhibir el
crecimiento de tumores (Catterall 2000), posiblemente a través del bloqueo de los
canales de Ca®". Como ya lo hemos mencionado en parrafos anteriores los CCDV
estdn ampliamente distribuidos en células y tejidos, incluyendo las células
espermatogénicas y el espermatozoide mismo. Ambos tipos de canales, los tipo L y los
tipo T se cree que participan en la regulacion del Ca®* intracelular durante los procesos
previos a la fecundacion en mamifero (Trevifio et al., 2004; Darszon et al 2006). Es
probable que el Cbx tenga como blanco las corrientes de Ca?" tipo T que se expresan
en este tipo de células. De ser asi este farmaco podria ser una buena herramienta
farmacoldgica para determinar la contribucién de los Cay3 en los procesos fisiolégicos

que ocurren en el espermatozoide.
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2. Justificacion.

Con base en estos antecedentes decidimos caracterizar las propiedades
biofisicas que nos ayuden a diferenciar la participacion de las distintas isoformas
de los Cay3 en la corriente de Ca?* en las células espermatogénicas de raton.
Adicionalmente decidimos caracterizar el mecanismo de bloqueo de los canales
de Ca®" tipo T por AN y por Cbx en células espermatogénicas para determinar su
utilidad en la separacion de las distintas isoformas que conforman la corriente
tipo T. Este estudio nos ayudara a determinar indirectamente si el uso
indiscriminado de este tipo de farmacos puede afectar la produccién y el

adecuado funcionamiento de los gametos.
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3. Hipotesis.

Si la corriente de Ca®* tipo T es el resultado de la actividad de otra isoforma
adicional a la de los Cay3.2, las propiedades biofisicas de esta corriente seran

similares a las reportadas para las isoformas Cay3.1 y/o 3.3 recombinantes.

Si el AN es un bloqueador de los canales tipo T en células espermatogénicas,

podria tener un efecto diferencial en cada una de las isoformas de los Cay3.

Si el Cbx bloquea las corrientes de Ca?* tipo T en células espermatogenicas,
podria utilizarse como herramienta farmacoldégica para determinar Ila

participacion de los canales Cay3 en los procesos de fecundacién.
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4. Objetivo general:

Determinar la contribucion de las distintas isoformas de los Cay3 en las
corrientes de Ca®" tipo T en células espermatogénicas de raton y establecer el

mecanismo de bloqueo por el AN y por el Cbx.

4.1 Objetivos particulares:

1.- Caracterizar las propiedades biofisicas de la corriente de Ca?* tipo T en células
espermatogénicas de raton para establecer los parametros que nos permitan separar

las distintas isoformas de los Cay3.
a) Dependencia de Voltaje de la activacién y la inactivacion (Vs y K).
b) Tau de activacion y de inactivacion.
c) La Tau de recuperacion de la inactivacion.

2.- Establecer el mecanismo de bloqueo por el ANy por el Cbx sobre la corriente de

Ca?* tipo T:
a) Determinar el efecto de estos bloqueadores sobre la dependencia al voltaje.
b) Medir la IC5¢ de bloqueo para cada uno de los farmacos.

c) Caracterizar el efecto del AN y del Cbx sobre los parametros Vso y k de la

corriente tipo T.
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d) Determinar el efecto del AN y Cbx sobre la Tau de activacion, de inactivacion

y de desactivacion de la corriente tipo T.

e) Determinar si el bloqueo ocasionado por estas drogas es reversible.

f) Estudiar si el bloqueo por estos farmacos depende de la frecuencia de

estimulacion de los canales.

g) Determinar si el bloqueo por estas drogas se favorece en alguno de los

estados de los canales (cerrado, abierto, 6 inactivado).

h) Determinar el efecto del AN y del Cbx sobre la Tau de recuperacion de la

inactivacion.
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5. Materiales y métodos.

5.1 Disociacion de células espermatogénicas. Las células espermatogénicas fueron
extraidas de ratones machos adultos (2-3 meses), de la cepa CD-1 criados y
mantenidos en condiciones de laboratorio (Bioterio UNAM). Los ratones fueron
sacrificados mediante dislocacién cervical, ambos testiculos fueron extraidos y los
tubulos seminiferos fueron disociados en medio HS libre de Ca?* con ayuda de pinzas
de punta fina y bajo la luz de un microscopio estereoscopico. Se lavé exhaustivamente
los tubulos seminiferos y se pasaron a través de una pipeta de transferencia, esto para
expulsar las células por los extremos cortados de los tubulos. Una vez extraidas, las
células espermatogénicas se mantuvieron a 4°C en medio HS suplementado con 2 mM
de Ca?* hasta su uso. Una muestra de células aisladas fue colocada en una camara de
plexiglas montada sobre la platina de un microscopio invertido (Eclipse 2000, Nikon Co.
Japon), para observar su morfologia. Para los registros, las células se fijaron en el
fondo de la camara de plexiglas, y fueron continuamente banadas con la solucién de

registro (BS), a una velocidad de perfusién de 2 mi/min.

5.2 Registros electrofisiolégicos utilizando la técnica de “patch-clamp” en la
configuracion de célula completa. Para registrar las corrientes de Ca?* en células
espermatogénicas, utilizamos la técnica de “patch-clamp” en la configuracién de célula
completa. Brevemente, la pipeta del electrodo de registro de Ag-AgCl con una
resistencia de entrada de 8-10 mega Ohms (MQ), se acercé a la célula con ayuda de
un micromanipulador hidraulico (Narishige, Tokyo Japdn), mientras se monitoreaba la

resistencia de la pipeta con el osciloscopio. La resistencia del electrodo es un indicador
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de la cercania de la pipeta con la membrana plasmatica. Cuando la pipeta entr6é en
contacto con la membrana, la resistencia del electrodo aumentd varios 6rdenes de
magnitud, hasta que se establecioé lo que se conoce como un giga sello (1-10 GQ).
Bajo estas condiciones de alta resistencia eléctrica, se aplico un pulso de presion
negativa a la membrana con el objetivo de romper el sello y establecer continuidad
quimica y eléctrica entre el micro electrodo y el interior celular. La composicion de la
solucion de la pipeta fue (en mM): CsMeSO3; 120; CsF 10; CsCl 15; EGTA 5; Cs-
HEPES 5; ATP-Mg2 4; fosfocreatina 10 (pH 7.3). La concentracién interna de Cs” por si
misma bloqueo efectivamente las corrientes asociadas a los canales de K* enddgenos.
La composicion de la solucién del bafo fue (en mM): CaCl, 2; NaCl 130; KCI 3; MgCl,
2; NaHCOs3; 1; NaH,PO4 0.5; HEPES 5; glucosa 10 (pH 7.3). El bafio fue aterrizado
mediante un electrodo de Ag-AgCl conectado al cabezal del amplificador. Las
corrientes idnicas se filtraron a 10 KHz (filtro Bessel de 4 polos), y se adquirieron a 2
KHz con un amplificador de patch-clamp (Axopatch 200A; Molecular Devices, Union
City CA.), conectado a una PC mediante una interfase Analoga/Digital (Digidata 1200A;
Molecular Devices, Union City CA). La generacién de pulsos, el registro y analisis de
los datos se hizo con ayuda de un software de computacion (pCLAMP 9.0; Molecular
Devices, Union City, CA.) Los transitorios capacitivos generados por el cierre del
circuito eléctrico entre la pipeta y la membrana de la célula se compensaron
electronicamente. Todas las conductancias lineales (corriente de fuga, capacitivas
residuales y canales no dependientes de voltaje), se compensaron en linea antes de
cada registro mediante la aplicacién de un protocolo de 4 pre-pulsos (P/4). Todos los

experimentos se hicieron a temperaturas entre 25 y 28 °C. Las curvas corriente voltaje
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(I-V) de los canales tipo T se construyeron mediante la aplicacion de pulsos de voltaje
de 350 ms de duracion, partiendo de un potencial de mantenimiento (Holding Potential,
HP) de -90 mV a pulsos de prueba (V) de -80 a +70 mV con incrementos de +10 mV.
El intervalo de tiempo entre cada pulso fue de 3 s para evitar la acumulacion de la
inactivacion de los canales tipo T. Los protocolos de voltaje se aplicaron antes (Control)
y después de agregar la droga. El porcentaje de bloqueo del farmaco se estimé de la
diferencia de corriente medida al pico generada por un pulso depolarizante de -20 mV
en condiciones control (0 % de bloqueo). Para obtener la curva dosis respuesta se
probd el efecto del AN en un rango de concentraciones de 0.5 a 1000 uM. Los datos,

se ajustaron con la ecuacién de Hill:
Y=a/[1+ (X/Xo)"]

Donde a, b y X representan el intercepto en vy, la pendiente, y el valor de ICs,

respectivamente.

Tanto la cinética de activacion como la de inactivacién se ajustaron con una funcion

exponencial estandar:
f==Ae™+C

Donde, ta y Ti representan la constante de tiempo de activacién e inactivacion,
respectivamente. El ajuste de las corrientes tipo T se hizo para comparar la cinética del
bloqueo parcial ocasionado por 100 uM de AN con las corrientes registradas en

condiciones control.

5.3 Determinacion del bloqueo dependiente del estado de los canales.
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5.3.1 El bloqueo en el estado cerrado de los canales. Para estudiar el efecto del AN
sobre el estado cerrado de los canales, mantuvimos a las células a un HP=-90 mV y
depolarizamos a -20 mV cada 120 s, asegurandonos con esto que los canales se
mantuvieron la mayor parte del tiempo en estado cerrado. La adicion de la droga se
hizo mediante perfusion continua a una velocidad de 2 ml/min. La corriente registrada
antes y después de la aplicacién de la droga se tom6 como Control y bloqueo,

respectivamente.

5.3.2 El bloqueo en el estado inactivado de los canales. Para estudiar el efecto de
la droga en estado inactivado, mantuvimos a las células a un HP= -20 mV durante la
mayor parte del experimento. Con este protocolo la mayoria de los canales se
mantuvieron en estado inactivado al momento de aplicar la droga. Posteriormente, para
quitar la inactivacion de los canales, aplicamos un pulso hiperpolarizante de -90 mV de
400 ms de duracion y despolarizamos con un segundo pulso a -20 mV para abrir los

canales y registrar el efecto del farmaco.

5.3.3 El bloqueo en el estado abierto de los canales. Debido a que los canales tipo T
se mantienen abiertos unos pocos milisegundos (<50 ms), mantuvimos a las células a
un HP=-90 mV y aplicamos un pulso despolarizante a -20 mV cada 5 s para abrir los
canales. Esta frecuencia de estimulacion nos permitié transitar por el estado abierto del
canal y medir su interaccion con la droga durante todo el experimento. La droga se

adiciond mediante perfusidn continua a una velocidad de 2 ml/min.

5.4 Los farmacos y las soluciones utilizadas.
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El AN (2-{[3-(trifluoromethyl) phenyl] amino}- pyridine-3-carboxylic acid) se obtuvo de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Se preparé una solucion madre de 50 mM en dimetil
sulfoxido (DMSO, de Sigma-Aldrich). Una muestra de la soluciéon madre se disolvié en
la solucion de registro (SB) para obtener las concentraciones deseadas de la droga. A
manera de control, y para evitar un efecto secundario de DMSO sobre las corrientes de

Ca”, su concentracion en las soluciones de AN se mantuvo constante a 0.1%.

El farmaco Cbx (4-[5-(methyl-phenyl)-3-(thryfluoromethyl)-1H-pyrazol-1-yl]
benzenesulfonamida, lo obtuvimos desintegrando capsulas de 200 mg de Celebrex
adquiridas en una farmacia local. Disolvimos unos cuantos miligramos de Cbx en
DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), para preparar una solucién madre de 50 mM.
Una alicuota de esta solucion concentrada se descongeld y disolvié en la solucion de
registro inmediatamente antes de cada experimento. El porcentaje maximo de DMSO

que utilizamos fue de 0.1%.

5.5 La cinética de activacién y de la inactivacién en el estado estable de los
canales de Ca®" tipo T. Las curvas corriente voltaje (I-V) se construyeron graficando la
corriente al pico como funcion del potencial del pre-pulso despolarizante (de -110 a -40
mV con incrementos de +5 mV), partiendo de un HP=-90 mV. Los valores de corriente
se normalizaron a la corriente maxima obtenida con los prepulsos (I/lmax) €n
condiciones control. El valor de ICsq se calcul6 con la ecuacién de Hill. Para las curvas
de activacion fue necesario convertir los valores de la corriente al pico de la curva |-V a

valores de conductancia (g), utilizando la ecuacion:

dca= ICap/ (Vi - Eca)
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Donde Icap €s la corriente de Ca?* al pico, Vi es el pulso de prueba, y la Ec, €s el
potencial de inversién de la corriente de Ca** obtenido por extrapolacion lineal de los

valores de corriente en el segmento ascendente de la curva I-V.

Los valores de conductancia se normalizaron y ajustaron con la ecuacion de

Boltzmman para la conductancia:
Glgmax= {1 + exp [-(V = Vso)/ k]}

Donde G es la conductancia al pico, gmax €S la maxima conductancia de Ca?" al pico,

V5o es el punto medio de la curva de activacion y k es el valor de la pendiente.

Los valores de la curva de inactivacion en estado estable en condiciones control y con
AN, se obtuvieron normalizando los valores de corriente a la corriente maxima (I / Imax)
registrada. Los parametros se obtuvieron ajustando los datos con la ecuacion de

Boltzmman para la corriente:
Vlmax= {1 + exp [(V ~ Vso)/ K}

Donde | es la corriente al pico, Imax €s la corriente al pico cuando el pre-pulso fue de -
110 mV, V es el potencial de pre-pulso, Vs es el valor de inactivacion medio y k es el

valor de la pendiente.
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6. Resultados

Las células espermatogénicas han sido un modelo celular ampliamente utilizado para
identificar y caracterizar las corrientes i6nicas que podrian participar en el proceso de
fecundacion del espermatozoide maduro (Darszon et al., 2011). Los canales tipo HVA y
LVA estan presentes a nivel de proteina tanto en las células espermatogénicas como
en los espermatozoides maduros (Trevifio et al., 2004; Darszon et al., 2006). Los
registros electrofisioldgicos estan sin embargo limitados a los canales de ca? tipo T en
las células espermatogénicas de rodedores, principalmente (Lievano et al., 1996;
Arnoult et al., 1996; Santi et al., 1996; Espinosa et al., 1999; Stamboulian et al., 2004;
Darszon et al., 2006; Escoffier et al., 2007). De las tres isoformas de los canales tipo T
inmunolocalizadas en las células espermatogénicas, la corriente preponderante parece
corresponder a la isoforma Cay3.2 o a1H (Trevifio et al., 2004; Escoffier et al., 2007).
No obstante no se puede descartar la contribucién de las otras dos isoformas en la
corriente total de Ca®* que tienen caracteristicas diferentes a las del Cay3.2 (Santi et
al.,, 1996; Balderas et al.,, 2011) Estudios previos revelaron que el AN inhibe las
corrientes tipo T en células espermatogenicas (Espinosa et al., 1999) y la RA en
espermatozoides maduros de raton (Espinosa et al., 1998). En este trabajo nos
propusimos, en primer lugar hacer un estudio biofisico detallado de la corriente de Ca?*
tipo T en células espermatogénicas de raton, con el fin de conocer los parametros
biofisicos que nos permitieran separar la contribucién de cada isoforma en la corriente
global de Ca*". Adicionalmente nos propusimos establecer el mecanismo de bloqueo
por el AN y el Cbx, drogas antiinflamatorias de uso comun que nos permitan conocer

sus posibles efectos colaterales en la fertilidad de los humanos. Para caracterizar el
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mecanismo de bloqueo del AN determinamos en primera instancia la sensibilidad de la

corriente tipo T a este farmaco.

6.1 El acido niflimico bloquea las corrientes de Ca®' tipo-T en las células

espermatogénicas de raton.

Para estudiar la corriente de Ca®' tipo T en células espermatogénicas de raton tipo
paquiteno aplicamos el protocolo de pulsos de voltaje cuyo diagrama puede observarse
en la figura 1. Brevemente, el potencial de las células se mantuvo a -90 mV y se
aplicaron pulsos despolarizantes en un rango de -80 a +40 mV de 300 ms de duracion.
Con este protocolo pudimos registrar una corriente con un umbral de activacion de ~-60
mV, con un pico maximo de corriente con pulsos de ~-20 mV (Fig. 1A). La inactivacién
de esta corriente se acelerd con pulsos despolarizantes ocasionando el caracteristico
entrecruzamiento de los trazos de las corrientes de Ca®* tipo T, que se han registrado
tanto en sistemas nativos como en los canales recombinantes (Pérez-Reyes 2003).
Para determinar el efecto del AN sobre esta corriente aplicamos dosis crecientes de la
droga (1 a 1000 uM) a lotes distintos de células, utilizando el protocolo de pulsos
descrito para la figura 1A. El bloqueo maximo de la corriente de Ca”" tipo T fue de ~85
% con 1 mM de AN, por lo que normalizamos la fraccién de la corriente bloqueada a
este valor. Es importante mencionar que con concentraciones de AN mayores a 1 mM
no observamos un 100% de bloqueo de la corriente de Ca®". Con los datos de la
fraccidn bloqueada construimos la curva dosis-respuesta y del ajuste con la ecuacién
de Hill obtuvimos una ICsy de ~74 uM (Fig. 1B). Con base en este valor, decidimos

utilizar una concentracion de 100 uM de AN para caracterizar su efecto en la corriente
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residual. En estas condiciones observamos una reduccion de ~50 % de la corriente
entrante a todos los voltajes probados (Fig. 1C). Con estos datos construimos la curva
[-V y obtuvimos un V.., de ~+40 mV (Fig. 1D y Tabla 1), similar al calculado en

condiciones control (Fig. 1D simbolos negros). La curva |-V nos indico ademas que el
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Figura 1. Bloqueo de las corrientes tipo T por el AN en células espermatogénicas de raton. A)
Familia de corrientes registradas en la configuracién de célula completa en condiciones Control, en
respuesta a pulsos despolarizantes de -80 a +70 mV en pasos de +10 mV, de un HP de -90 mV (se
muestran los trazos de -80 a +30 mV por claridad). B) Curva dosis-respuesta. Los puntos en la grafica
(media £ SEM) representan la fraccién bloqueada de la corriente registrada a -20 mV para cada
concentracién de AN probada. La linea sdélida representa el ajuste de los datos experimentales con la
ecuacion de Hill, de donde calculamos una ICsq de 73.5 uM para el AN. C) Corrientes registradas como
en (A) pero en presencia de 100 uM AN. D) Curva corriente-voltaje (I-V), construida con la corriente al
pico normalizada y promediada de 12 células individuales en condiciones Control (circulos llenos) y en
presencia de 100 yM AN (circulos abiertos). En ambas condiciones, el umbral de activacién de las
corrientes se observo alrededor de -60 mV.
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AN no alter6 la dependencia de voltaje de la activacion de las corrientes tipo T (Fig.

1D).

6.2 El acido niflamico no cambié la dependencia de voltaje de la activacion ni de

la inactivacion en el estado estable de la corriente de Ca®* tipo T.

Para determinar el efecto del AN sobre la dependencia de voltaje de la activacién de
los canales aplicamos los prepulsos de voltaje en un rango de -110 a -40 mV con
incrementos de +5 mV, a un pulso de prueba de -20 mV partiendo de un HP de -90 mV
en condiciones Control (Fig. 2A), y en presencia de 100 yM de AN (Fig. 2B). En
condiciones Control, graficamos la conductancia normalizada al valor maximo de G
(gmax) contra el valor de los pre pulsos (Fig. 2C), la activacion de la corriente de Ca?*
tipo T ocurrié en el rango de -60 a -20 mV con un V5, de -43 mV (Fig. 2C, circulos
negros, linea continua) y de -42 mV en presencia de AN (Fig. 2C, circulos blancos linea
continua) (Tabla I). Estos resultados nos indicaron que la dependencia de voltaje de la
activacion de los canales de Ca®" tipo T no cambio con AN. Para caracterizar el efecto
del AN sobre la inactivacién de los canales de Ca®' tipo T en estado estacionario
construimos la curva de inactivacién tanto en condiciones control como en presencia de
100 uM de AN (Fig. 2C). En condiciones control la inactivacién de los canales ocurrié
en un rango de -80 a -50 mV, con un Vsp=-63 + 0.3 mV (Fig. 2C simbolos negros, linea
punteada) y de -64 + 0.5 mV en presencia de 100 uM de AN (Fig. 2C simbolos blancos,
linea punteada). Debido a que ambos parametros no cambiaron significativamente por
el AN estos resultados nos sugieren que la unién del AN al canal no cambia su

sensibilidad al voltaje. Sin embargo, la reduccion de la corriente ocasionada por el AN
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Figura 2. EI AN no afecta la activaciéon ni la inactivacién en el estado estacionario de las
corrientes de Ca** tipo T. A) Registro original obtenido con el protocolo de pulsos de voltaje dibujado en
la parte superior en la condicién control. En B se observa la reduccion de la corriente en presencia de
100 uM de AN. C) La curva de activacion se construyd con los valores de conductancia en funcién del
potencial de los prepulsos, los circulos negros para el control y los blancos para el AN. Las lineas
continuas representan el ajuste de la ecuacién de Boltzmann a los datos. La inactivacién en estado
estacionario se midié aplicando pulsos de -20 mV al final de los prepulsos (-110 y -40 mV) para
recuperar la corriente. Los circulos negros representan el control y los blancos el AN. Las lineas
punteadas representan el ajuste de la ecuacion de Boltzmann a los datos. Los valores de V5, y k se
resumen en la Tabla 1. Las barras representan el SEM (n=9).
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podria deberse a que esta droga interrumpe el libre movimiento de las subunidades

que participan en la transicion de los canales entre los distintos estados.

6.3 El acido nifliumico aumenta la tau de activacién y la tau de inactivacion de las

corrientes de Ca* tipo T.

La activacion y la inactivaciéon son eventos acoplados en los canales de ca® tipo T.
Estos canales se mantienen abiertos por un momento breve (<20 ms) y entonces se
inactivan en pocos milisegundos (<50 ms). Tanto la inactivacion como la inactivacion
dependen del voltaje y son mas rapidas a potenciales despolarizantes. Esto genera un
patron de “entre-cruzamiento” de las corrientes (cris-cross) caracteristico de este tipo
de canales idnicos. El mecanismo de activacion de los canales de Ca® tipo T es el
resultado del movimiento de la S4 de cada uno de los dominios que conforman al
canal, que lo conducen a un estado Cerrado (C,4) no conductor pero con disponibilidad
de pasar al estado abierto (A; conductor) (ver esquema 1 en la discusion) (Catterall
2000; Pérez-Reyes et al., 2003). La modificacion de la tau de activacidon de los canales
de Ca®" tipo T por AN seria un indicativo de que la interaccion de esta droga con el
canal afecta el mecanismo de apertura. Para determinar el efecto del AN sobre la
cinética de activacion e inactivacion de los canales de Ca®', calculamos la tau de
activacion (tact) Y la tau de inactivacion (tinact) mediante el ajuste de una exponencial
simple para cada constante a los trazos de corriente en condiciones control (Fig. 3A), y
en presencia de 100 uM de AN (Fig. 3B). En condiciones control la 1.t Se acelerd

monotdnicamente con el voltaje en el rango de -50 a +20 mV haciéndose practicamente
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Figura 3. El AN aumenta la cinética de activaciéon e inactivacion de las corrientes tipo T. A)
Corrientes de Ca*? registradas en condiciones control con la aplicacién del protocolo de pulsos mostrado
en la figura. B) Corrientes registradas como en A, pero en presencia de 100 yM AN. Tanto la tau de
activacion (t,t) como la tau de inactivacion (tinact) S€ obtuvieron mediante el ajuste de una exponencial
simple a los trazos de corriente, como se muestra en la parte inferior de la figura. C) Grafica de los
valores promedio de 1, contra el comando de voltaje (n= 6). La condicién control esta representada por
los circulos negros, y los blancos representan AN. D) Grafica de los valores promedio de Tinact €n
condiciones control (circulos negros) y AN (circulos blancos) contra el potencial de prueba (n= 6). AN
indujo un enlentecimiento sobre la cinética de inactivacion a todos los potenciales mas positivos que -50
mV. Las barras representan SEM.

independiente del voltaje a partir de -20 mV (Fig. 3C simbolos negros). EI AN aumenté
la tact €n el rango entre -30 y -20 mV (Fig. 3B y C simbolos blancos), lo que sugiere que

el AN retrasa la apertura de los canales de Ca®* tipo T, siendo mas evidente este efecto
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a potenciales donde la mayoria de los canales estan abiertos (-30 y -20 mV). El modelo
actual del mecanismo de inactivacion de los canales de Ca®" tipo postula que los
canales pueden pasar de cada uno de los estados al estado | de manera reversible (ver
esquema 1) (Pérez-Reyes et al., 2003). EI AN aumentd la Tinact €n €l rango de -50 a -20
mV con respecto a la condicion control (Fig. 3D). Estos resultados en conjunto nos
indican que el AN interfiere con la transicidén de los canales entre los distintos estados,
posiblemente mediante la interaccion de esta droga con las subunidades que
conforman al canal y/o con sitios que se exponen durante el movimiento de las

subunidades (ver discusion).

6.4 El acido niflimico no cambid la cinética de desactivacion de la corriente de

Ca** tipo T.

El AN aumentoé tanto la cinética de apertura como la de inactivacion de los canales tipo
T, sin cambiar su sensibilidad al voltaje. Los canales pueden pasar del estado A al
estado C directamente sin pasar por el estado | en respuesta a cambios subitos de
voltaje, lo que se conoce como desactivacion o cierre de los canales (Esquema 1). La
desactivacion implica el regreso de las subunidades del canal a un estado no
conductor, esta transicion es lenta y se traduce en la generacién de las corrientes de
cola que se presentan al final del pulso despolarizante (Fig. 4). Para determinar el
efecto del AN sobre el cierre de los canales de Ca** tipo-T medimos la tasa de
decaimiento de las corrientes de cola generadas por diferentes potenciales
repolarizantes (-90 a -120 mV), partiendo de un pulso de prueba de -20 mV (Fig. 4). En

condiciones control la constante de tiempo de desactivacion (tgeact) Mostrdé una
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Figura 4. EI AN no altera la cinética de desactivacidon de la corriente tipo T. A) trazo original de
corrientes Control de Ca*", donde se generaron corrientes de cola por la aplicacion del protocolo de
pulsos dibujado arriba. B) Corrientes registradas en presencia de AN. En C) se grafican los datos
obtenidos en A y B donde se observa que no hay diferencia significativa entre ambas condiciones. Las
barras representan la SEM (n= 6).

moderada dependencia al voltaje con valores de 2.4 + 0.5 msa-120yde 5.6 £ 1.1 ms
a -80 mV (Fig. 4A). Los valores de la tgeact Obtenidos en presencia de 100 uM de AN
fueron similares a los obtenidos en condiciones control (3.3 £+ 0.7 msa-120y 8.9 £ 2.3

a -80 mV; n=9) (Fig. 4B), y no hubo diferencia significativa entre ambas condiciones
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(Fig. 4C). Estos resultados nos indicaron que el cierre de los canales ocurre mas rapido
a potenciales hiperpolarizantes (-120 mV) y que el AN no interfiere con este mecanismo

en los canales de Ca®* tipo T en nuestro modelo de estudio.

6.5 El bloqueo por el acido niflimico ocurre en todos los estados de los canales

de Ca* tipo T.

Ciertos compuestos como por el mibefradil requiere que los canales de ca® tipo T se
abran para poder bloquearlos, mientras que la pimozida bloquea preferencialmente a
los canales en estado inactivado (Arnoult et al., 1998) Es probable que el AN tenga un
efecto mas potente en alguno de los estados de los canales tipo T. Para probar esto
disefiamos protocolos especificos para estudiar la interaccion de la droga con los tres
estados principales del canal (C, A e |). En primer lugar, para estudiar el estado cerrado
removimos la inactivacion de los canales con un pulso de -90 mV seguido por un pulso
despolarizante (-20 mV) de 300 ms de duracién para abrir a los canales, al final de este
pulso repolarizamos y mantuvimos el potencial a -90 mV durante 120 s. Con este
protocolo registramos una corriente Control de ~-100 £ 15 pA (Fig. 5A, primer trazo). El
AN se agreg6 al inicio del pulso repolarizante y se incub6 durante 120 s, al término de
este tiempo aplicamos un segundo pulso de -20 mV para volver a abrir los canales y
registrar el efecto del AN en el estado cerrado. En estas condiciones registramos una
corriente de ~-75 £ 10 pA (Fig. 5A, segundo trazo). Esta disminucién no fue producto
del lavado de la corriente (Recuadro en la figura 5C). La cuantificacion de estos datos

nos indico que el AN tuvo un bloqueo maximo en el estado cerrado de los canales del
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Figura 5. El bloqueo de los canales tipo T por el AN es dependiente de estado. A) panel izquierdo,
trazos de corriente registrados con el protocolo dibujado arriba para mantener los canales en el estado
cerrado. Un pulso de prueba de -20 mV se aplicé con un t= 120 s de un HP= -90 mV. Panel derecho,
grafica de la corriente normalizada contra el tiempo; las barras blancas y grises representan el tiempo de
exposiciéon a la solucién Control y al AN, respectivamente. Con éste protocolo ~25% de la corriente
entrante se redujo por el AN. B) Efecto del AN sobre el estado inactivado de los canales. Panel izquierdo,
corriente registrada en respuesta a una despolarizaciéon a -20 mV de un pulso hyperpolarizante de -90
mV, de 400 ms de duraciéon. Las células se mantuvieron a -20 mV para mantener a los canales en
estado inactivado. Panel derecho, corriente normalizada Vs tiempo de exposiciéon al AN. En esta
condicién observamos una reduccién mayor al 50% en presencia del farmaco. C) Panel izquierdo,
bloqueo de la corriente tipo T por el AN en estado abierto. Las células se fijaron a -90 mV durante todo el
experimento, con una despolarizaciéon a -20 mV cada 5 s. Recuadro, células continuamente estimuladas
con el protocolo descrito previamente durante 500 s sin droga, las corrientes permanecieron sin cambio
durante todo el experimento. Panel derecho, la corriente normalizada muestra un decremento en la
amplitud mayor al 50% en presencia del AN. Las barras de error representan SEM, (n= 6). En las tres
condiciones probadas, se recuperé ~85 % de la corriente original cuando la droga se lavd con solucion
Control.
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~25 % después de 8 minutos de incubacion. El bloqueo fue reversible cuando retiramos

la droga (Fig. 5A, panel derecho, min 8-18).

En segundo lugar para registrar el efecto del AN sobre el estado inactivado mantuvimos
a los canales a -20 mV después de una ronda de apertura en la que registramos la
corriente Control de -125 + 15 pA (Fig. 5B, primer trazo). Aplicamos la droga al final del
pulso de prueba e incubamos a los canales inactivados con el AN. Aplicamos un pulso
hiperpolarizante de -90 mV de 400 ms seguido de un segundo pulso de -20 mV y
registramos la corriente cada 120 s. Después de 8 min de incubacion con AN
registramos una corriente de -65 + 10 pA (Fig. 5B, segundo trazo). La cuantificacién de
estos datos nos indicé que el AN bloqueo el ~50 % de la corriente cuando los canales
se mantuvieron la mayor parte del tiempo en el estado inactivado (Fig. 5B, panel
derecho). La disminucién de la corriente entrante no fue producto del lavado de la
corriente (Recuadro en la figura 5C). El bloqueo de los canales en estado inactivado
por el AN fue parcialmente reversible, ya que después de lavar la droga recuperamos

un maximo de ~85 % de la corriente control (Fig. 5B, panel derecho, 8-18 min).

En tercer lugar, debido a que la activacion esta acoplada a la inactivacién de los
canales de Ca®* tipo T resulta complicado mantener a los canales en el estado abierto.
Para registrar el efecto del AN sobre este estado aplicamos pulsos despolarizantes de
-20 mV para abrir los canales (1 pulso cada 5 s) partiendo de un HP=-90 mV (Fig. 5C,
panel izquierdo), tomando como control la corriente generada por los primeros 10-15
pulsos. Sin interrumpir el registro de corriente iniciamos la perfusion de 100 uM de AN a

una velocidad de 2 ml/min para garantizar que los canales pasaran continuamente por
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el estado abierto. En estas condiciones observamos que la corriente entrante
disminuy6 gradualmente con cada pulso despolarizante aplicado (~60 pulsos de -20
mV) en presencia del AN hasta un maximo de reduccion del ~50 % de la corriente
después de 200 s (Fig. 5C, trazos grises). El efecto del AN en el estado abierto fue
parcialmente reversible (Fig. 5C, panel derecho, 200-500 s). Para comprobar que
nuestro protocolo de pulsos y la frecuencia de estimulacion utilizada no generasen la
acumulacion de canales en estado inactivado, o el lavado de la corriente con el paso
del tiempo aplicamos el mismo protocolo de pulsos despolarizantes con perfusion
continua de la solucion control durante mas de 500 s. En estas condiciones
observamos una reduccién menor al 5% con respecto a la corriente control (Fig. 5C,

panel inferior).

En conjunto, estos resultados nos sugieren que el bloqueo por el AN ocurre en los tres
estados de los canales tipo T siendo los estados abierto e inactivado mas propensos al
bloqueo que el estado cerrado. Debido a que la activacion y la inactivacion estan
acopladas en este tipo de canales no podemos determinar con certeza la proporcion de
canales que se bloquean en cada uno de los estados, por lo que nuestros datos

representan una mezcla del efecto de la droga en los tres estados del canal.

6.6 El acido niflumico aumenta la tau de recuperaciéon de la inactivacion de la

corriente de Ca** tipo-T.

Después de un ciclo de apertura e inactivacion los canales de Ca®" tipo T regresan a
un estado de reposo (R). Durante este tiempo no pueden volver a abrirse en respuesta

a pulsos despolarizantes. Este parametro biofisico se conoce como tiempo de
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Figura 6. El AN retrasa el tiempo de recuperacion de la inactivacion de los canales tipo T. Trazos
de corriente registrados con un protocolo de doble pulso, un pulso de -20 mV fue aplicado a partir de un
HP= -100 mV, e interpulsos del mismo valor con un At= 10 ms para la condicién control (A), y 100 ms
para AN (B). Curso temporal de la recuperacion de la inactivacion (paneles de la derecha) ajustados con
una exponencial simple con una constante de tiempo (1) de 67.6 £ 3 ms para el Control (A) y 318 + 20
ms en presencia de 100 uM de AN (B). Las barras de error representan SEM (n=9).

recuperacion de la inactivacién (th) y es dependiente del voltaje, siendo mas rapido a
potenciales hiperpolarizantes (-110 mV). Cada tipo de CCDV y en particular cada
isoforma de los Cay3 tienen una Ty, particular. Por lo que determinar este parametro nos
permitira saber cuales isoformas generan la corriente global de Ca®" tipo T en las
células espermatogénicas. Para determinar la 1, de los canales de Ca®" tipo T

aplicamos un protocolo de doble pulso despolarizante de -20 mV partiendo de un HP= -
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100 mV y con un inter-pulso repolarizante del mismo valor que el potencial de reposo
con un aumento de 10 ms (At= 10 ms) (Fig. 6A).El primer pulso de prueba de -20 mV
generd una corriente de -250 + 25 pA que se inactivd rapidamente (<50 ms). El
segundo pulso de prueba aplicado 10 ms después de la hiperpolarizacion a -100 mV
casi no generd corriente entrante y pero esta fue aumentando conforme el tiempo del
inter-pulso fue mas largo (t= 10, 20, 30...n ms), hasta que se recupero el 100% de la
corriente original (Fig. 6A, panel izquierdo). Graficamos la corriente normalizada contra
el tiempo de recuperacién (ms) y le ajustamos una exponencial simple de donde
obtuvimos un valor de tw,= 68 * 3 ms, (Fig. 6A panel derecho y Tabla I) (n= 9).
Aplicando el mismo protocolo de doble pulso despolarizante pero ahora en presencia
de 100 uM de AN observamos la reduccion de mas del 50% de la corriente entrante
con respecto al control (Fig. 6B panel izquierdo Vs 6A). En presencia de AN y con un
At= 100 ms obtuvimos una 1,= 318 £ 20 ms (n= 9) (Fig. 6B, y Tabla I). Este valor fue
casi 5 veces mayor a la t, obtenida en condiciones control. Estos resultados nos
sugieren que en presencia de AN a los canales les toma mas tiempo regresar al estado

R lo que indica que esta droga posiblemente estabiliza el estado | (ver discusion).

6.7 El bloqueo de los canales de Ca®*" tipo T por el acido niflimico es

independiente de la frecuencia de estimulacion.

Algunos farmacos como por ejemplo los analgésicos locales requieren que los canales
idnicos se estimulen continuamente para que estos puedan surtir su efecto. Para
determinar si el bloqueo de la corriente de Ca®* tipo T por el AN es dependiente de la
frecuencia de estimulacion (uso del canal), aplicamos un protocolo de pulsos a tres
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Figura 7. El bloqueo de los canales tipo T por el AN no es dependiente del uso del canal. Las
células se estimularon a -20 mV de un HP de -90 mV con una frecuencia de 1 (A), 2 (B), y 3 Hz (C). Bajo
condiciones control (paneles de la derecha) y en presencia de 100 uM de AN (paneles medios). Solo los
pulsos 1, 2 y 30 son mostrados por claridad. Paneles de la derecha, graficas de corriente normalizada Vs
tiempo, para control (circulos negros) y AN (circulos blancos) en las tres frecuencias probadas. Se
observé una reduccion de ~35 % en la corriente debida a la acumulacién de la inactivacion al menos a 2
y 3 Hz. Las barras de error representan SEM (n= 6).

frecuencias distintas (1, 2 y 3 Hz). Las células se mantuvieron a -90 mV y aplicamos 30
pulsos de prueba sucesivos de -20 mV (Fig. 7). En condiciones control registramos una
corriente entrante de -150 + 23 pA en todos los pulsos aplicados a 1 Hz de frecuencia
(Fig. 7A, panel izquierdo. Pulsos 1, 2 y 30). En contraste la corriente entrante disminuyo

a la mitad con 100 pM de AN pero esta disminucion fue la misma en todos los pulsos
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aplicados (Fig. 7A panel medio. Pulsos 1,2 y 30). Las corrientes normalizadas al valor
maximo en la condicion control y con el AN indicaron que a 1 Hz de estimulacion no

hubo diferencia significativa entre ambas condiciones (Fig. 7A panel derecho).

Estimulando a los canales en condiciones control con una frecuencia de 2 Hz
registramos una corriente de ~-80 £ 15 pA en promedio que disminuyé gradualmente
entre cada pulso de voltaje aplicado (Fig. 7B, panel izquierdo). Con 100 uM de AN la
corriente entrante disminuyé mas del 60% en todos los pulsos aplicados, con respecto
al control (Fig. 7B, panel medio). La normalizacion de las corrientes con el AN con
respecto al valor maximo de las registradas en condiciones control nos indicaron que
no hubo diferencia significativa entre ambas condiciones con una frecuencia de

estimulacion de 2 Hz de los canales (Fig. 7B panel derecho).

La estimulacion de los canales tipo T con una frecuencia de 3 Hz generd una corriente
de -100 = 15 pA con el primer pulso despolarizante que disminuy6 a -30 £ 10 pA con el
segundo pulso en condiciones control (Fig. 7C, panel izquierdo). En presencia de 100
MM de AN la corriente fue disminuyendo conforme se aplicaron los pulsos siguientes
(Fig. 7C, panel medio). La grafica de las corrientes normalizadas al valor maximo en
ambas condiciones indicé que no hubo diferencia significativa (Fig. 7C, panel derecho).
Estos resultados en conjunto nos sugieren que el bloqueo de la corriente de Ca®* tipo T

por AN no depende de la frecuencia de estimulacion de los canales.

Nuestros resultados indican que el AN inhibe a los canales de Ca®" tipo T que se

expresan de forma nativa en las células espermatogénicas de ratéon. Esta droga
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bloquea también a las tres isoformas de los canales tipo T recombinantes (Balderas et

al., 2011) (ver discusion).

El Cbx es un antiinflamatorio de uso comun en humanos que bloquea canales de K* y
de Ca*' tipo L. Debido a estos antecedentes decidimos probar y caracterizar el efecto
del Cbx en las corrientes de Ca®' tipo T en células espermatogénicas de ratdon para
establecer si uno de los efectos colaterales del uso de esta droga podria estar

relacionado con los procesos de fertilidad.

6.8 El celecoxibe inhibe la corriente de Ca®* tipo T en una forma dependiente de la

dosis.

Para determinar el efecto de Cbx sobre las corrientes de Ca®" tipo T en células
espermatogénicas de ratén aplicamos 50 uM de este farmaco a la corriente registrada
en condiciones Control con pulsos despolarizantes de prueba de -80 a +70 mV a partir
de un HP= -90 mV (Fig. 8A). El efecto sobre la corriente tipo T fue dramatico ya que
disminuyé en mas del 60 % con esta concentracién (Fig. 8B). Posteriormente
construimos una curva dosis-respuesta en donde graficamos la fraccidén de la corriente
bloqueada en funciéon de la concentracién de Cbx (Fig. 8C). La ecuacién de Hill se
ajusté a nuestros datos y calculamos una ICsp= 27 + 3 uyM. De aqui en adelante la
caracterizacion del efecto inhibitorio del Cbx se realiz6 utilizando una concentracién de
50 yM. En la curva I-V podemos observar que tanto el umbral de activacion (~-60 mV)
como la dependencia de voltaje de los canales no cambiaron con el Cbx (Fig. 8D) (n=
9). Estos resultados nos sugieren que el efecto inhibidor de la corriente de Ca®* no

afecta al S4 del canal. El efecto del bloqueo fue parcialmente reversible ya que solo
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recuperamos ~25 % de la corriente Control después de lavar la droga por mas de 30

minutos con la solucidon control.

0.5
IC,=27.3:3uM

Fraccion Bloqueada

1 10 100
Concentracion de Chx (uM)

I/imax

405

-100 - E - 5

v_(mV)

4-1.0 —@—Control
—(—50uM Cbx

Figura 8. El Cbx bloquea la corriente tipo T en una forma dependiente de la dosis. A) corrientes de
ca® registradas con el protocolo de pulsos descrito arriba en condiciones Control. B) efecto de 50 yM de
Cbx sobre las corrientes de Ca* tipo T registradas en A. C) gréfica de la fraccién bloqueada contra el
logaritmo de la concentracion de Cbx, de donde derivamos una ICsq de 27.3 £ 3 uyM con la ecuacién de
Hill. D) Curva |-V de los datos obtenidos en A y B, para la condicién Control (circulos negros) y en
presencia de 50 yM de Cbx (circulos blancos). La dependencia de voltaje y el E., se mantuvieron sin
cambio en presencia de Cbx. Las barras representan SEM (n= 6).
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6.9 El celecoxibe no afecta dependencia de voltaje de la activacion ni la curva de

inactivacion en el estado estable de los canales de Ca** tipo T.

Para determinar si el Cbx afecta la dependencia al voltaje de la activacién de los
canales de Ca* tipo T aplicamos prepulsos de -80 a -20 mV en pasos de +5 mV a un
pulso de prueba de -20 mV, partiendo de un HP=-90 mV, en condiciones Control (Fig.
9A), y en presencia de 50 yM de Cbx (Fig. 9B). A partir de estos datos obtuvimos la
conductancia (G) al pico a -20 mV y la graficamos en funcion del voltaje (Fig. 9C).
Ajustamos la ecuacion de Boltzmman a la curva de activacion y calculamos un voltaje
medio (Vso) de -43 mV (Fig. 9C simbolos negros), mismo que se mantuvo sin cambio
en presencia de 50 yM de Cbx (Fig. 9C, simbolos blancos, Tabla |). Estos resultados
nos indicaron que esta droga no afecta la dependencia de voltaje de la activacion de

los canales de Ca*" tipo T, lo que apoya nuestra hipétesis de que la unién
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Figura 9. El Cbx no altera la dependencia de voltaje de la activacién ni la inactivacion en estado
estacionario. A) Trazos originales de la corriente de ca* registrada en condiciones Control con el
protocolo de doble pulso dibujado arriba. Un pulso de -20 mV se aplicé al final de los pulsos de prueba
para determinar cuanta corriente se recuperaba. B) Efecto de 50 uyM de Cbx sobre las corrientes
registradas en A. En C) Curva de activacion de la corriente tipo T donde graficamos la conductancia (G)
normalizada en funcién del pulso de prueba (V.), para la condicién Control (circulos negros) y Cbx
(circulos blancos). D) Curva de inactivacion, donde graficamos la corriente recuperada normalizada en
funcién de los potenciales de prueba aplicados, para la condicién Control (circulos negros) y Cbx
(circulos blancos). Las barras de error representan SEM (n= 6).

del farmaco no interfiere directamente con el S4 de los canales.

La curva de inactivacion en el estado estable la construimos normalizando la corriente
entrante generada por el pulso de prueba de -20 mV en funcién de los prepulsos
aplicados tanto en condiciones Control (Fig. 9A), y en presencia de 50 uM de Cbx (Fig.

9B). La inactivacion de los canales ocurrié en un rango de -80 a -50 mV y obtuvimos
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una Vso de -63 = 0.4 mV en condiciones Control (Fig. 9D simbolos negros), y un Vgo= -
66 + 0.7 mV con Cbx (Fig. 9D simbolos blancos). En esta grafica se observo una ligera
variacion entre -65 mV y -70 mV de la curva de inactivacion que no fue
significativamente diferente con respecto al control. El valor de la K; aumentd casi 2
veces en presencia de Cbx con respecto al Control (Tabla I). Estos datos en conjunto
nos indicaron que el Cbx no afecto la dependencia de voltaje de la activacion ni de la

inactivacion en el estado estacionario (Fig. 9D).

6.10 El celecoxibe no cambia la tau de activacion ni la tau de inactivacion de la

corriente de Ca** tipo T.

El Cbx no afectd la sensibilidad al voltaje de los canales tipo T pero redujo la magnitud
de la corriente entrante. Estos resultados sugieren que la droga afecta posiblemente las
transiciones entre los diferentes estados de estos canales. Para determinar la tau de
activacién y de inactivacion de los canales ajustamos exponenciales simples a los
trazos de corriente, una para la fase de activacion y otra para la de inactivacion (Fig.
10). En condiciones control la ta¢t Se aceleré monotdnicamente con el voltaje dentro del
rango de -60 a -20 mV, y se mantuvo sin cambio a potenciales mas despolarizantes
que -20 mV (Fig. 10A). Con estos datos calculamos una 1a¢¢= 3.4 £ 1.1 ms a -20 mV
(Tabla I). Este valor no cambié en presencia de 50 uM de Cbx (Fig. 10 y Tabla I). Por
otro lado el ajuste de la exponencial a la fase de inactivacién nos indicd que la Tinact S€
aceler6 de manera monotonica en el rango de -60 a -40 mV, haciéndose practicamente

independiente de voltaje a potenciales mas despolarizantes que -40 mV (Fig. 10B).
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Figura 10. La cinética de activacion e inactivacion no cambian en presencia de Cbx. En A)
graficamos los valores promedio de la tau de activacion de la corriente tipo T contra el potencial de
membrana (V,,), obtenidos mediante el ajuste de una exponencial simple a los trazos originales de la
figura 9. En B) graficamos la tau de inactivacion obtenida por el ajuste de una exponencial simple a la
fase de inactivaciéon de las corrientes. En ambos casos los circulos negros corresponden a la condicién
Control, y los circulos blancos a 50 yM de Cbx. Las barras representan SEM (n= 6).

La Tinact @ -20 mV fue de 11.5 £ 1.3 ms y no cambié en presencia de CbxX (Tinact= 11. *
1.3 ms, Tabla |). Estos resultados nos sugieren que este farmaco no afecta la transicion

de los canales del estado C al A y del A al I. Estos efectos son notablemente diferentes

a los observados con el AN que aumento tanto la tact COMO 1a Tinact (Fig. 3).
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6.11 El celecoxibe no interfiere con el mecanismo de cierre de los canales de Ca®"

tipo T.

Para determinar si el Cbx era capaz de interferir con el mecanismo de cierre de los
canales de Ca®* tipo T calculamos la Tg4esact €N condiciones control y en presencia 50
MM de la droga. Para esto aplicamos un pulso de prueba de un pulso de -20 mV
partiendo de un HP= -90 mV. Cuando la corriente alcanz6 su maxima amplitud
aplicamos pulsos repolarizantes de -110 a -50 mV en pasos de 10 mV para generar
corrientes de cola (Fig. 11). A cada una de las corrientes de cola le ajustamos una
exponencial simple y graficamos los valores en funcidon del valor de repolarizacion
aplicado (Fig. 11). La cinética de las corrientes de cola fue mas lenta a potenciales mas
despolarizantes que -80 mV en condiciones Control (Fig. 11A). En presencia de 50 uM
de Cbx se observo una reduccion mayor al 60 % en la magnitud de las corrientes tanto
la generada por el pulso de prueba (-20 mV), como las corrientes de cola (Fig. 11B). En
ambas condiciones la Tgesact permanecio sin cambio (Fig. 11C, simbolos blancos).
Estos resultados en conjunto nos sugieren que la reduccion de la corriente entrante
ocasionada por el Cbx no es producto de la interaccién de este con el mecanismo de

cierre de los canales.
6.12 El bloqueo de la corriente de Ca** tipo T por el celecoxibe es poco reversible.

El curso temporal del bloqueo de la corriente tipo T por el Cbx revelé esta disminuyd
gradualmente en presencia de 50 pyM de la droga (Fig. 12A trazos negros Vs grises).
Una vez que la corriente residual alcanzé su un estado estacionario lavamos la droga

con solucién Control. Después de por varios minutos de lavado logramos recuperar
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solo el 15 % de la corriente Control (Fig. 12B). Estos resultados sugieren que el Cbx
interactua de manera estable con alguna de las conformaciones de los canales lo que

hace mas dificil revertir su efecto incluso a tiempos largos de lavado (>30 min).

@® Control
O 50 pM Cbx

-120 -100 -80 -60 -40

v, (mv)

Figura 11. El Cbx no cambia la cinética de desactivaciéon de la corriente tipo T. A) trazo original de
corrientes de Ca** obtenidas con el protocolo de doble pulso dibujado arriba, en condiciones control. Las
corrientes de cola representan la cinética de cierre de los canales. B) Corrientes registradas igual que en
A, pero en presencia de Cbx. En C) se graficaron las taus de desactivacion obtenidas en A y B en
funcion del V,,. Los circulos negros representan el Control y los blancos la presencia de 50 uM de Cbx.
Las barras representan la SEM (n= 6).
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6.13 El celecoxibe aumenta la tau recuperacion de la inactivacion de los canales

de Ca®* tipo T.

Para determinar si el Cbx afectaba la recuperacion de los canales del estado inactivado
aplicamos el mismo protocolo de doble pulso descrito para el AN en la figura 6A. En
este caso partimos de un HP= -110 mV con un interpulso al mismo potencial
hiperpolarizante y un At= 10 ms. Ambos pulsos de prueba despolarizantes fueron de -
20 mV (Fig. 13B). Las corrientes registradas en condiciones Control (Fig. 13A) se
normalizaron al valor maximo de la corriente inicial y le ajustamos una exponencial de
primer orden de donde obtuvimos una th.110= 57 £ 5 ms (Fig. 13A panel derecho). En
presencia de 50 yM de Cbx la corriente entrante registrada con el primer pulso de
prueba disminuyo ~65 % (Fig. 13B) con respecto a la corriente control (Fig. 13 A) y la
Th-110 @umento casi 8 veces (385 + 62 ms) (Fig. 13B panel derecho). EI movimiento de
las subunidades que hacen que los canales regresen al estado R depende del voltaje,
por lo que a potenciales menos hiperpolarizados que -110 mV el valor de la 1, es casi
del doble (~ 110 ms). El aumento en la th.110 0OCasionado por el Cbx sugiere que este
farmaco posiblemente estabiliza el estado | de los canales lo que a su vez provoca que

el regreso al estado R sea mas lento.
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Figura 12. Curso temporal del bloqueo de la corriente T por el Cbx. En A) se presentan los registros
originales de la corriente de ca® tipo T obtenidos mediante la aplicacién de un pulso despolarizante de -
20 mV partiendo de un HP de -90 mV. Los trazos negros representan la condicion Control, mientras que
los grises representan la cinética del bloqueo por Cbx. B) La corriente bloqueada se normalizé con
respecto al maximo de la corriente Control y se grafico en funcién del tiempo que durd el experimento
(~800 s). Las flechas indican la aplicacién de la droga y la solucion de bano (BS) para el lavado. Las

barras representan SEM (n= 6).
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Figura 13. El tiempo de recuperacién de la inactivacion de la corriente de Ca® tipo T aumenta en
presencia del Cbx. En A) se presentan los trazos de corriente Control registrados con un pulso de -20
mV que fue aplicado a partir de un HP de -100 mV, con interpulsos de -100 mV cada 10 ms (At) (panel
izquierdo). En el panel derecho se grafico la corriente normalizada en funcion del tiempo de recuperacién
de la inactivacion. B) Trazos de corriente registrados en presencia del Cbx con el mismo protocolo que
en A pero con At= 100 ms (panel izquierdo). En el panel derecho se presentan los datos de la corriente
normalizada ajustados con una exponencial simple, que mostraron un retraso significativo del tiempo de
recuperacién con respecto al Control. Note la escala de tiempo en el eje de las x en B. Las barras
representan SEM (n= 9).
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Tabla l.

Parametros cinéticos y de voltaje de la corriente de Ca?* tipo T en condiciones
control, y en presencia de 100 uM de AN y 50 uM de Cbx.

Parametro Corriente tipo T en. células
espermatogenicas

Control NA Cbx
Vso (MV) -43+0.6 42 +1.2 -42.08
K (mV) 6.2+04 7%1 4.2 +0.6
Vrev (MV) 37 £ 1 3312 31+3
Tact (MS) 3+04 44 +1 3+1
Tinact (MS) 15+ 1 272~ 11+1.3
Th-110 (MS) 68 +3 318+21* 385+62*

Los datos representan la media £+ SEM. Las unidades de Vs K, y Vi, estan dadas en mV y se obtuvieron
mediante el ajuste de la ecuacién modificada de Boltzmann a los datos de la figura 2 (AN) y 9 (Cbx). Los
valores de la .t ¥ Tinact €Stan en ms, y se obtuvieron del ajuste de dos exponenciales simples a los
registros de corriente a -20 mV. Los valores de la 1, estan presentados en ms y se obtuvieron del ajuste
de una sola exponencial a los datos de recuperacion de la inactivacion a -100 mV. El nimero de células
investigadas fue entre 6 y 9, para cada parametro. Los asteriscos indican diferencia significativa
utilizando la prueba t de Student (P <0.05).
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7. Discusion.

Los canales de Ca®' tipo T son elementos esenciales de los que depende una gran
variedad de procesos y vias de sefalizacion en una enorme diversidad de tipos
celulares. Estos incluyen a las neuronas, las células de riiidn, las células cardiacas, y
las células espermatogénicas y los espermatozoides entre muchas otras (Perez-Reyes
2003; Santi et al., 1996; Arnoult et al., 1998; Espinosa et al., 1999; Son et al., 2000;
Park et al., 2003; Benoff et al.,, 2007; Trevifio et al., 2004; Darszon et al., 2006;
Wennemuth et al., 2000; Escoffier et al., 2007; Darszon et al., 2011). En las células
espermatogénicas de raton se encuentran las tres isoformas de la familia Cay3
(Cay3.1; 3.2 y 3.3) (Trevino et al.,, 2004), y se conservan durante el desarrollo y la
maduracion de los espermatozoides (Darszon et al., 2004). La hipétesis de que los
Cay3 podrian participar en los procesos de fecundacion dependientes de Ca?* en los
espermatozoides maduros se sustenta en gran parte debido a que estos no tienen la
capacidad de sintetizar proteinas de novo y que los Cay3 se inmunolocalizaron tanto en
los espermatozoides de raton como de humano (Trevifio et al., 2004; Darszon et al.,
2006). En este sentido la ausencia de registros electrofisiolégicos de los canales tipo T
en espermatozoides maduros (Lishko et al., 2011; Ren and Xia, 2010) puede deberse a
la baja actividad de los Cay3 que no puede resolverse con la técnica de “patch-clamp”.
La existencia de mecanismos de regulaciéon negativa que mantiene inactivados a los
canales durante la maduracién y los activa en ciertas etapas del proceso de
fecundacion también debe de ser considerada. Las células espermatogénicas son
hasta ahora el unico ejemplo de células germinales en donde se han logrado registrar

las corrientes de los canales de Ca®* tipo T y se han estudiado con cierto nivel de
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detalle (Darszon et al., 2011). En el ratébn se propone que la corriente de Ca® tipo T
corresponde principalmente a la actividad de la isoforma Cay3.2 debido principalmente
a que las células espermatogenicas del raton nulo en este canal no tienen corrientes de
Ca®" (Stamboulian et al., 2004; Escoffier et al., 2007). Sin embargo, la corriente global
de Ca®" tipo T en este tipo celular podria representar una mezcla de la actividad de las
distintas isoformas (Santi et al., 1996), lo que hace necesaria la generacion de ratones
nulos en las tres isoformas de los Cay3 y el estudio detallado de las propiedades

biofisicas de la corriente tipo T.

En este trabajo nos propusimos en primer lugar hacer un estudio biofisico detallado de
la corriente de Ca®* tipo T en células espermatogénicas de ratén con el fin de conocer
los parametros biofisicos que nos permitieran separar la contribucion de cada una de
las isoformas en la corriente global de Ca®*. Adicionalmente nos propusimos establecer
el mecanismo de bloqueo por el AN y el Cbx para determinar si es posible utilizarlas
como herramientas quimicas que nos permitan conocer la participacion de los Cay3 en
los procesos de fecundacién. Es importante remarcar que ambas drogas se prescriben
para el tratamiento de padecimientos comunes como la artritis reumatoide.
Considerando la distribucion de los canales tipo T en los distintos tejidos y la gran
variedad de procesos fisiolégicos en los que participan incluyendo posiblemente la
formacion, el desarrollo y/o la maduracion de los espermatozoides (Mishra et al., 2006;
Darszon et al., 2011), nuestro trabajo nos ayudara a establecer el impacto que este tipo

de compuestos quimicos representa en la reproduccion.
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El AN es una droga anti-inflamatoria no esteroidea que pertenece al grupo de los
fenamatos y se prescribe para el tratamiento de padecimientos como el dolor agudo y
la artritis reumatoide. Esta droga puede bloquear una variedad de canales i6nicos,
incluyendo a los Cay3 (White and Aylwin, 1990; Espinosa et al., 1999; Scott-Ward et al.,
2004; Lee and Wang, 1999; Ottolia and Toro, 1994; Malhykina et al., 2002; Wang et al.,
1997; Busch et al., 1994; Peretz et al., 2005; Accili and DiFrancesco, 1996; Satoh and
Yamada, 2001; Cheng and Sanguinetti, 2009; Hu et al., 2010). De forma interesante, la
RA inducida por GABA, Progesterona o ZP, es sensible al AN (Espinosa et al., 1998).
Como parte de esta tesis determinamos que el AN bloquea a las corrientes tipo T de
las células espermatogénicas de raton con una ICso de ~74 uM, un valor cercano al
reportado en 1999 por Espinosa y colaboradores (~45 uM, Espinosa et al., 1999). Las
tres isoformas de los Cay3 tienen distinta sensibilidad al AN (Balderas et al., 2011) de
tal forma que la diferencia con la I1Csy reportada por Espinosa y colaboradores (1999)
podria deberse a que los registros se hicieron en células que se encontraban en
diferente estadio de desarrollo en donde probablemente la expresion, funcidon y
distribucion de las tres isoformas determinen las propiedades de la corriente total .
Anteriormente Espinosa y colaboradores (1998) habian demostrado que la RA inducida
por Progesterona presentd una ICsp de ~80 uM por el AN (Espinosa et al., 1998).
Extrapolando nuestros resultados con las células espermatogénicas hacia los
espermatozoides maduros considerando que estos no tienen la capacidad de sintetizar
proteinas de novo, existe la posibilidad de que la inhibicion de la RA por AN por el
bloqueo de los canales de Ca®* tipo T (Espinosa et al., 1998). Sin embargo, debido a la

relativamente baja especificidad del AN (ICso de ~75 uM) existe la posibilidad de que
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afecte a otras conductancias de Ca*" que participan en los procesos de fecundacion

como los transportadores tipo CatSper (Kirichok et al., 2006).

En el presente trabajo demostramos que el AN tiene un efecto inhibitorio de las
corrientes de Ca®" tipo T que fue dependiente de la dosis (0.1-1000 pM; Fig.1). Se ha
reportado que los canales tipo HCN tienen dos sitios de unién con distinta afinidad para
el AN, cuando se une a un solo sitio cambia la dependencia del voltaje de la activacion
hacia voltajes mas negativos, mientras que cuando ocupa los dos sitios de union
bloquea a los canales (Cheng y Sanguinetti, 2009). En nuestro estudio observamos: i)
que el AN no cambio6 el umbral de activacion de los canales tipo T (~-60 mV), ii) que la
maxima actividad de los canales se present6 a -20 mV y esto no cambi6 con AN, v iii)
que el potencial de inversion ocurrié cerca de los +40 mV tanto en el control como en
presencia del AN (Fig. 1). Estos resultados nos indican que si el AN se une a un sitio
especifico en los canales tipo T (ny~ 1) esto no afecta la sensibilidad al voltaje de los

canales porque posiblemente se encuentra alejado de las S4.

Es importante resaltar que en nuestros registros existe un componente insensible a
concentraciones mayores de 1 mM de AN (~15 % de la corriente de Ca**). Los estudios
realizados con las isoformas recombinantes de los Cay3 indicaron que el AN bloqued
solo el 70% de la corriente de Ca®* a concentraciones mayores a 1 mM (JC. Gémora,
comunicacion personal). Estas evidencias en conjunto sugieren que posiblemente el
AN no es un blogueador muy potente de este tipo de canales, o que el 15% insensible

a esta droga corresponde a otras conductancias de Ca** como por ejemplo los canales
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de Ca* tipo L (Trevifio et al., 2004; José-O, et al., 2010; Darszon et al., 2011) u otras

isoformas.

La caracterizacion biofisica de la corriente tipo T en las células espermatogénicas de
raton reveld6 que sus propiedades son mas parecidas a las caracteristicas de la
isoforma Cay3.1 que a las de la 3.2 recombinantes. El analisis de la constante de
disociacion (Ky) del complejo AN-canal utilizando la fraccién de corriente bloqueada
con 100 yuM de AN para cada isoforma recombinante revelé una ky= 78.4; 192; y 137
MM para Cay3.1; 3.2 y 3.3, respectivamente (Balderas et al., 2011). El valor de la kg
equivalente a la corriente bloqueada (60%) con 100 uM de AN registrada en células
espermatogénicas fue de 69.6 uM, que es muy cercano al valor de la ICsy calculada
con los datos de la figura 1 del presente trabajo (~75 uM de AN). Esto nos sugiere que
la corriente total de Ca** tipo T de las células espermatogénicas tiene caracteristicas
que corresponden a la actividad de la isoforma Cay3.1, y que el AN puede utilizarse

para diferenciarlas.

En este trabajo reportamos que el bloqueo por el AN no alteré la sensibilidad al voltaje
de los canales tipo T, contrario a lo reportado en otros canales ionicos (Wang et al.,
1997; Busch et al., 1994; Peretz et al., 2005; Accili and Difrancesco 1996; Satho and
Yamada 2001). Adicionalmente nuestros resultados con el AN nos indicaron que el
bloqueo de los canales tipo T fue independiente del voltaje mientras que Espinosa vy
col. (1999) observaron que el bloqueo de los canales tipo T por AN fue débilmente
dependiente del voltaje en el mismo tipo celular. Las tres isoformas recombinantes de

los Cay3 tienen distinta sensibilidad al AN, el bloqueo de la isoforma 3.1 y la 3.3 es
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Esquema 1. Representacién de las transiciones que ocurren entre los diferentes
estados de los canales de Ca?* tipo T: (R) reposo, (C) cerrado, (A) abierto e (1)
inactivado. Se piensa que los cambios de potencial de membrana provocan que los
sensores de voltaje (S4) se desplacen lo que conlleva a cambios generalizados en toda
la estructura de la proteina. EI movimiento de tres de los cuatro S4 es suficiente para
inducir la transicion de los canales hacia estados cerrados que se inactivan
rapidamente. El estado C, puede pasar a un estado I, o bien al estado A. Los efectos
del voltaje sugieren que para que los canales puedan recuperarse de la inactivacion los

S4 deben regresar a su posicién original.

Esquema tomado de Perez-Reyes 2003 y modificado.
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dependiente del voltaje, mientras que en la isoforma recombinante 3.2 es
independiente del voltaje (Balderas et al., 2011). Estos resultados apoyan la hipotesis
de que posiblemente las células empleadas por Espinosa y col. (1999) y por nosotros
en este trabajo corresponden a un estadio diferente de desarrollo que quiza contengan
una proporcion distinta de isoformas de los Cay3 que en conjunto generan la corriente

global de Ca*".

El AN aumenta la tactiv Y 12 Tinactiv d€ 10s canales tipo T (Fig. 3), dejando la Tgesactiv Sin
cambio (Fig. 4). Esto significa que la droga retrasa la transicion del estado C (C4) al
estado A pero no la transicion reversa (del A al C4). La transicion del estado A al
estado | también se retrasa lo que sugiere que los canales permanecen mas tiempo en
el estado abierto en presencia del AN (Esquema 1). La disminucion de la corriente
entrante sin embargo, podria explicarse si tomamos en cuenta que el efecto del AN fue
mayor cuando los canales se incubaron con la droga mientras estos se encontraban en
el estado | (Fig. 5). Esto ultimo sugiere que el numero de canales que permanecieron
en el estado | fue mayor al numero de canales a los que si se les pudo remover la
inactivacion con el pulso hiperpolarizante, lo que generdé una menor corriente de Ca’" al
abrirlos. El aumento en la recuperacién de la inactivacién apoya la hipétesis de que el
AN estabiliza el estado | de los canales tipo T retrasando el regreso de los S4 a su
posicion original en el estado R. Las evidencias encontradas en el raton nulo en Cay3.2
sugieren que esta es la isoforma que genera la corriente T en células
espermatogenicas, sin embargo la t, de ~70 ms que nosotros obtuvimos es 8 veces

menor a la correspondiente para la isoforma Cay3.2 recombinante (Perez-Reyes 2003).
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En contraste la ty, de la isoforma 3.1 recombinante es de ~100 ms, cercana al valor que
nosotros calculamos en nuestro modelo (Balderas et al., 2011). En este trabajo
también observamos que el AN aumenta la 1, a ~320 ms y si tomamos en cuenta que
la isoforma Cay3.2 es menos sensible al AN que la 3.1, la corriente residual podria
corresponder a la isoforma Cay3.2 6 a la Cay3.3 cuyos valores de la 1, son de entre
300 y 450 ms. La caracterizacion biofisica detallada que realizamos en ente trabajo asi
como el estudio del mecanismo de bloqueo por el AN nos indican en primer lugar que
la corriente de Ca?* tipo T resulta de la actividad de una isoforma adicional a la Cay3.2.
En segundo lugar estos resultados nos indican que el AN es una droga que nos permite
separar la contribucion de las distintas isoformas en la corriente total de Ca®* en células
espermatogénicas de ratén y que podria ser utilizada para determinar la participacion
de los canales tipo T en los procesos de fecundacion. Esta hipotesis es parcialmente
apoyada por los efectos del AN reportados en la dindmica del Ca?* relacionada con la
quimiotaxis en espermatozoides de erizo de mar. EI AN a 10 uM incrementa tanto la
amplitud como la duracion del aumento de la [Ca®**] en el flagelo de los
espermatozoides de erizo de mar (S. pupuratus) e incrementa el intervalo entre las
transiciones individuales inducidas por su agonista natural, el sperct (Wood et al.,
2007). En otra especie de erizo de mar (L. pyctus) el AN a una concentracion de 30 uM
aumenta la longitud de arco de la vuelta del espermatozoide en la busqueda del centro
del gradiente del quimioatrayente, respuesta asociada a los cambios en la [Ca®;
(Guerrero A, comunicacion personal). En ambos casos aunque la concentracion de AN
es menor a la ICsy que bloquea a los canales de Ca®*" tipo T en células

espermatogénicas de raton, no se puede descartar la participacion de este tipo de
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canales en la regulacion de la [Ca“’]; puesto que las caracteristicas de las isoformas de

los Cay3 y su sensibilidad a los distintos bloqueadores puede variar entre especies.

La observacion de que el raton con fondo genético Cay3.2/ no tenga corrientes de
Ca® tipo T (Escoffier et al., 2007) no excluye la posibilidad de que el apagamiento del
gen de la isoforma Cay3.2 haya afectado de algun modo la expresion de las otras dos
isoformas de los Cay3. En el trabajo en donde se reportdé la construccién del ratén
Cay3.2/ no se indica claramente que se haya verificado la presencia de los transcritos,
o de las proteinas de las isoformas Cay3.1 y Cay3.3 (Escoffier et al., 2007). La
caracterizacion detallada de la corriente de Ca** tipo T en el fondo genético Cay3.17
(Stamboulian et al., 2004) ayudaria a clarificar la naturaleza de las isoformas que
participan. Nuestro analisis indica que algunos parametros de la corriente tipo T nativa
no corresponden a los reportados para la isoforma Cay3.2 en otros tejidos (Perez-
Reyes et al., 2007; Darszon et al., 2011). Sin embargo, aun cabe la posibilidad de que
estas diferencias sean el resultado de la existencia de mecanismos de regulacién
(Arnoult et al., 1998) que influyen sobre las caracteristicas de las distintas isoformas de

los Cay3 provenientes de diferentes tejidos.

Otra posibilidad es que la corriente de Ca®" tipo T que registramos en células
espermatogénicas se debe a la actividad de una isoforma distinta de los Cay3
identificados hasta ahora. Recientemente en invertebrados se encontré una nueva
isoforma de los Cay3 nombrada LCay3 con caracteristicas y propiedades biofisicas que
difieren del resto de las isoformas de la familia Cay3 en mamiferos (Senatore vy

Spafford 2010). La presencia de canales con propiedades unicas que se expresan de
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forma exclusiva en las células germinales no es un tema nuevo. A la fecha se conocen
al menos 2 canales idnicos que corresponden a esta categoria, los transportadores tipo
CatSper (1-4) y los canales tipo Slo3 (KSper) (Carlson et al., 2003; Kirichok et al., 2006;
Xia et al., 2007; Ren and Xia 2010; Lishko et al., 2011; Strunker et al., 2011; Navarro et
al., 2007; Santi et al., 2010; Zeng et al., 2011). La hipotesis de la existencia de nuevas
isoformas de los Cay3 se tendra que comprobar quizas mediante la clonacion y el
alineamiento de secuencias entre las tres isoformas de los Cay3 provenientes de

células espermatogenicas de ratoén con la isoforma LCay3 de invertebrados.

Como lo mencionamos en la introduccién los AINEs son drogas de uso comun que se
prescriben para el tratamiento de varias enfermedades en los humanos. Una de estas
drogas es el Cbx que inhibe canales de K" y Na* activados por voltaje en ratas, induce
arritmias en insectos, bloquea a los canales Kv2.1 y modifica el “gating” de los canales
de K* tipo Shab. Ademas bloquea reversiblemente a los canales de Ca®" tipo L en
células PC12. Con base en estos antecedentes decidimos probar y caracterizar el
efecto del Cbx en las corrientes tipo T en células espermatogénicas de raton para
establecer si uno de los efectos colaterales del uso de esta droga podria estar
relacionado con los procesos de fertilidad. El Cbx bloquea canales de Ca®* tipo L de
forma reversible con una ICsy de 0.45 uM en células PC12 (Zhang et al., 2007). Se ha
reportado que el Cbx inhibe las adenilato ciclasas y en consecuencia la produccién de
AMPc, el cual regula la entrada de Ca®* y el estado de fosforilacién de los Cays y de

otras proteinas (Saini et al., 2003; Caterall 2000).
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En este estudio demostramos la eficacia del Cbx para bloquear la corriente de Ca®* tipo
T en células espermatogénicas con una ICsy de ~27 uM (Fig. 8). Aunque el Cbx es tres
veces mas potente que el AN para bloquear las corrientes tipo T (Fig. 1), bloquea a los
canales tipo L mas potentemente (ICso ~ 500 nM) (Zhang et al., 2007). Nuestros
resultados sugieren la presencia de un solo sitio de union a esta droga en los canales
de Ca* tipo T (ny= 1.4). El efecto de bloqueo fue parcialmente reversible en todas las
concentraciones de Cbx empleadas. Lo anterior indica que el complejo Cbx-canal T es
mas estable (Fig. 12) que con otro tipo de canales de Ca?* como los tipo L, donde el

efecto es reversible (Zhang et al., 2007).

Por otro lado, nuestros resultados mostraron que el Cbx no afectd la dependencia de
voltaje, ni de la activacion ni de la inactivacion en el estado estacionario (Fig. 9). Esta
droga tampoco alterd la cinética de activacion ni la inactivacion, a diferencia del AN
(Fig. 10). Adicionalmente, la tau de desactivacion de la corriente tipo T (entre -110 y -50
mV) tampoco se modificd. Estos resultados en conjunto nos indican por un lado que la
unién de Cbx al canal no interfiere con su sensibilidad al voltaje. Por otro lado indican
que la unién del Cbx al canal no interfiere con el mecanismo de apertura, de
inactivacion y de cierre de los canales. En la curva de inactivacion del estado
estacionario se observd una leve tendencia hacia voltajes mas negativos en presencia

de la droga (Fig. 9), sin embargo este efecto no fue estadisticamente significativo.

Un parametro fuertemente afectado por el Cbx fue la recuperacion de la inactivacion
que aumentd casi seis veces con respecto al control (Fig. 13, tabla I). Este resultado

nos sugiere que el Cbx estabiliza el estado | de los canales lo que a su vez disminuye
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el numero de canales que regresan al estado R y que pueden pasar al estado C vy
posteriormente al estado A en funcién de los voltajes despolarizados. Esta hipotesis
explicaria la disminucion de la corriente de Ca?* ocasionada por el Cbx (Figs. 8, 9, 12y
13). La transicion de los canales del estado A al estado | no cambi6 en presencia del
Cbx (Fig. 10), y el mecanismo de cierre de los canales también permanecié sin cambio
(Fig. 11). Es probable que el Cbx promueva la transicion de los canales del estado C al
estado | estabilizando este ultimo lo que retrasaria el regreso de los canales al estado
R (Esquema 1). La th-110 (~70 ms) de la corriente tipo T que determinamos en
condiciones control fue mas cercana a la 1, de la isoforma Cay3.1 recombinante (~120
ms) (Pérez-Reyes 2003). En presencia de Cbx la th410 aumentd 8 veces
aproximandose al valor de la 1, de las isoformas Cay3.2 y la 3.3 (1, ~350 - 400 ms)

(Fig. 13. Balderas et al., 2011; Pérez-Reyes, 2003).

El analisis de la biofisica de la inactivacion de los canales tipo T realizado en este
trabajo en células espermatogénicas de ratdbn no nos permiten establecer como es la
interaccion de la droga con los diferentes estados del canal. Ademas de que no
sabemos con certeza cuantos estados inactivados presenta cada una de las isoformas
de los Cay3 que se expresan constitutivamente en estas células. Nuestras
observaciones estan limitadas por el sistema nativo en donde las propiedades y los
parametros de los canales que se expresan representan una mezcla de las distintas
isoformas y conductancias. En los canales de K* expresados en sistemas heterélogos
se reportd por ejemplo que el Cbx desplaza la curva de inactivacion hacia voltajes mas

negativos y acelera la inactivacion de los canales tipo K,2.1 y Shab (Frolov et al., 2010;
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Arias-Olguin et al., 2011). Estas observaciones pueden corroborarse en sistemas
nativos donde el Cbx afecta la velocidad de repolarizacion de las neuronas, el
alargamiento de los potenciales de accién y el funcionamiento general de los tejidos en
donde se expresan este tipo de canales. Nuestro modelo cinético propuesto para las
células espermatogénicas incluye un componente de inactivacion rapido pero no
podemos descartar la presencia de un componente de inactivacién lento, como se
reportd para este y otros tipos de canales idnicos (Serrano et al., 1996; Bouchard y

Fedida, 1995; Wang et al., 2003; Qu et al., 2007).

El efecto de bloqueo de la conductancia de los canales de Ca* tipo T por Cbx en
células espermatogénicas de raton se suma a los efectos colaterales que esta droga
produce en otro tipo de canales idnicos que se expresan en otros tejidos, ademas de
los efectos adversos documentados a nivel neuronal y de células cardiacas. En este
estudio demostramos que el Cbx es un bloqueador relativamente potente de los
canales de Ca®* tipo T que se podria utilizar para realizar estudios biofisicos detallados
en sistemas de expresion heterdloga donde puedan separarse los distintos estados
inactivados de los canales y tratar de establecer como es la interaccién a nivel
molecular de este tipo de farmacos con los canales de Ca*". Esto nos permitira en el
futuro establecer nuevos parametros en el desarrollo y de farmacos con mayor
especificidad y eficiencia para el tratamiento de enfermedades especificas con efectos

secundarios menores.
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8. Perspectivas.

8.1 Clonar los canales de Ca?* tipo T de las células espermatogenicas de ratén y
hacer un alineamiento de las secuencias para compararlas con las isoformas de

los otros tejidos en donde también se expresan.

8.2 Caracterizar la corriente de Ca?* tipo T en células espermatogénicas del ratén

nulo en el Cay3.1.

8.3 Determinar si las células esspermatogénicas y los espermatozoides del ratén
nulo en el Cay3.2 se encuentran las isoformas 3.1 y 3.3 para descartar la posible

redundancia funcional.

8.4 Caracterizar el efecto del AN y del Cbx sobre los canales tipo CatSper en

espermatozoides de ratéon y de humano.

8.5 Caracterizar el efecto del Cbx en los patrones de movilidad en

espermatozoides de erizo de mar, de ratén y de humano.
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9. Anexo 1. Tabla comparativa de los parametros biofisicos determinados en las

tres isoformas de la familia Cay3.

Channef Celitypeor H,{mV) Thres FV Peak Vag {mV) Vigg Tq{ms) T,at Reference
origin heterologous {mv) {mV) -100mV
expression system {ms)

RatCav3.2 Spematogenic -84t0 94 60 2410 -29 Hagiwara and Kawa
1984

M Sp geni -80 60 20 Lievanoetal., 1996

CaV3.2

M Sp geni 90 60 2010 -30 473121 639144 79413 117 Santietal,, 1996

Cav3.2

Mouse Round spematide a0 60 -30 Amoultetal., 1996

Cav3.2

M Sp geni -80to 90 60 2010 -30 =70 Amoultetal., 1998

Cav3.2

Mouse Pachytene 80 60 =20 Espinosaetal.,

Cav3.2 Sp Y 1999

Human HEK-293 90 60 -30 458107 F20112 27 395 Klockneretal., 1999

Cav3.2

RatCav3.1 HEK-293 90 60 -30 455106 728113 17 117 Klockneretal., 1999

Rat HEK-293 080 60 27 438105 72541 10 352 Klockneretal., 1999

Cav3d.3

Rat Brainf HEK-293 -110 -70 350 45 -43.15 739 0.61+0.81 McRory etal., 2001

Cav3.2

RatCav3.1 Brain/ HEK-293 -110 -70 350 45 51.73 -85.4 163401 McRory etal., 2001

Rat Brain/ HEK-293 -110 -70 -35t0 45 60.7 932 1.15£0.073 McRory etal., 2001

Cav33

Mouse Pachytene & round a5 -0 -35 512419 134157 104 Stamboulianetal.,

Cav31& spematides 2004

Cav3.2

Mouse Pachytene & round a5 -0 -41 575154 779143 116 Stamboulianetal.,

Cav31 spematides 2004

4-

Cav3.1, Pachytene & round 080 60 20 42+ 06 639103 24+05 67613 Balderas etal.,

Cav3.2, spematides 2011.

Cav3.3

Mouse HEK-293 -100 -70 -40 523:09 13114 Balderas etal.,

Cav3.1 2011.

Mouse HEK-293 -100 -70 -10 55+10 545116 Balderas etal.,

Cav3.2 2011.

Mouse HEK-293 -100 -70 =30 S507+15 503116 Balderas etal.,

Cav3.3 2011.

En la tabla se muestra, Channel origin: tipo de canal y la especie de donde proviene. Cell type or
heterologous expression system: tejido o tipo celular donde se expresa el canal. H, (mV):
potencial de mantenimiento. Thres (mV): umbral de activacién. |-V Peak (mV): potencial donde se
registra la corriente al pico. Vasy (mV): voltaje medio de activacion. Vis; (mV): voltaje medio de
inactivacion. T4 (ms): valor de la Tau de desactivacion. T, at -100 mV (ms): tau de recuperaciéon de
la inactivacion. Reference: referencia del trabajo.
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