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I. RESUMEN

El espermatozoide de erizo de mar tiene una mitocondria, que ademas de ser la fuente principal de
energia en forma de ATP, puede modular los cambios en la concentracion de Ca®" intracelular
([Ca*'];) para regular su movilidad y posiblemente la reaccion acrosomal (RA, evento de exocitocis
indispensable para que el espermatozoide fecunde al 6vulo homologo). El speract es un
decapéptido que difunde de la capa externa de gelatina del 6vulo, que al unirse a su receptor en la
membrana del flagelo del espermatozoide, entre otros cambios fisioldgicos, estimula la movilidad
y la respiracion de dichas células. La alteracion de la funcion mitocondrial con inhibidores
especificos para este organelo, induce un aumento en la [Ca?];, que depende de la presencia de
Ca?" externo ([Ca?'Jext) (Ardon et al., 2009). Para comprender mejor la relacion entre la funcion de
la mitocondria y la respuesta al speract, evaluamos los cambios en el potencial de la membrana
mitocondrial (AW) y en los niveles de nicotinamida adenina dinucle6tido reducido (NADH) en los
espermatozoides de erizo de mar de la especie Strongylocentrotus purpuratus. Nuestros resultados
muestran que la estimulacion de los espermatozoides con speract despolariza la mitocondria y
aumenta los niveles de NADH. Ademas, resultados obtenidos con los inhibidores (etomoxir y
perhexilina) de la carnitina palmitoiltransferasa-1 (CPT-I), enzima esencial para el transporte de los
acidos grasos en la mitocondria, sugieren que lo anterior se debe a que el speract estimula el
transporte de los acidos grasos a la mitocondria para su oxidacion. Sorprendentemente, estas
respuestas son independientes del Ca** y se deben al aumento de pH intracelular (pH;) inducido
por speract. Nuestros resultados indican que dicho aumento de pH; coordina finamente la
activacion del metabolismo energético mitocondrial que regula la movilidad del espermatozoide

necesaria para que ¢éste llegue y fecunde al 6vulo homdlogo.



II. INTRODUCCION

2.1. El erizo de mar

El erizo de mar es un organismo deuterostomado (antecesor de los vertebrados), de fecundacion
externa, que produce cantidades enormes de gametos. De un erizo macho se obtienen ~10'°
espermatozoides y de una hembra ~10% 6vulos, lo cual permite aislar los componentes
membranales involucrados en el didlogo entre los gametos. El erizo de mar se ha utilizado como
modelo de estudio de la fecundaciéon por mas de 150 afios, y el uso de sus espermatozoides como
modelo de estudio, ha permitido caracterizar los mecanismos generales de sefalizacion
involucrados en la fecundacion, ademas de que en esta célula se descubri6 la reaccion acrosomal
(RA; ver siguiente seccion) (Rothschild, 1948; Hagstrom, 1956). Estas caracteristicas hacen al
erizo de mar un excelente modelo para estudiar los procesos fisioldgicos involucrados en la

fecundacion.

2.2. La fecundacion

La fecundacion es un evento fundamental en la vida de los organismos que dependen de la
reproduccion sexual para la generacion de nuevos individuos. El espermatozoide maduro es una
célula especializada con la capacidad de buscar, reconocer y de fecundar al 6vulo de manera
especie-especifica. Previo a la fecundacion, el espermatozoide debe de experimentar la RA, evento
exocitdtico que consiste en la fusidn de la membrana plasmatica con la membrana acrosomal.
Durante este proceso fisiologico de exocitosis, se liberan las enzimas hidroliticas contenidas en el
granulo acrosomal que facilitan al espermatozoide atravesar la capa externa (de gelatina) del évulo

para fecundarlo (Hirohashi et al., 2008; Santella et al., 2012; Pomin, 2015).

2.3. El espermatozoide de erizo de mar

Morfolégicamente el espermatozoide de erizo de mar es mas sencillo que el de mamifero;
basicamente esta constituido por la cabeza y el flagelo. En la region de la cabeza se ubican
organelos como el acrosoma, el nucleo, el cuerpo basal, la envoltura nuclear redundante y su tinica
mitocondria (Fig. 1). La region del flagelo contiene al axonema que constituye el aparato motor
del espermatozoide, compuesto por nueve pares de microtubulos alrededor de un par central (9 +

2) conectados por las dineinas.



\ <«<— Acrosoma

A

2,.1m|

Envoltura
nuclear
redundante

Centriolo

Mitocondria

ﬂj AXonema  pur cenral

Par de microtibulos

Dineinas

. ' Espigas radiales
Strongylocentrotus purpuratus

Fig. 1. El espermatozoide del erizo de mar. (A) Erizos de mar de la especie (i) L. pictus y (ii) S. purpuratus, (B) A la
izquierda, esquema del espermatozoide de erizo de mar. Lado superior derecho, seccion de la cabeza con los diferentes
organelos que la integran; lado inferior derecho, seccion transversal del flagelo compuesto principalmente por el

axonema y las dineinas. Modificada de: Darszon et al., 2011.

2.4a. La movilidad del espermatozoide de erizo de mar

El erizo de mar almacena sus espermatozoides en las gonadas en un estado inmdévil debido a la alta
tension de CO, que mantiene el pH; 4acido en el espermatozoide el cual inhibe fuertemente a las
enzimas que se estimulan por pH alcalino. Las dineinas, son ATPasas (unidas al axonema que
generan el batido flagelar), altamente dependientes de pH siendo inactivas a pH acido. Cuando el
erizo de mar libera sus espermatozoides inmoviles en el mar, se produce una salida rapida de H"
que aumenta el pH; del espermatozoide (Nishigaki et al., 2014). Las dineinas hidrolizan el ATP
proveyendo la energia suficiente para desplazar los microtibulos del axonema impulsando el nado
del espermatozoide. Por tanto, dicha enzima es la principal consumidora de ATP, mientras que la
mitocondria es la principal fuente de energia en forma de ATP (Christen et al., 1983): Esto sugiere
que la movilidad y la respiracion del espermatozoide estan relacionadas y finamente reguladas por

el pH; (Christen et al., 1983; Nishigaki et al., 2014).



2.4al. La movilidad del espermatozoide depende de la adenosina trifosfato intracelular

El pH; menor a 7.0 mantiene a los espermatozoides en un estado inmovil. Bajo esta condicion, los
niveles de ATP en el espermatozoide son altos, debido a que las dineinas estan inhibidas (Christen
etal., 1983). El aumento de pH; de 7.0 a 7.4 estimula la actividad de las dineinas, que hidrolizan el
ATP para impulsar el nado del espermatozoide (Christen et al., 1986). De manera paralela, la
respiracion del espermatozoide se estimula en respuesta a la demanda energética (Christen et al.,
1983, 1986). En esta condicion, la movilidad basal del espermatozoide alcanza un equilibrio
dinamico con la respiracion del mismo (Christen et al., 1986). No obstante, si el pH; aumenta a mas
de 7.4, la actividad de las dineinas sobrepasa a la sintesis de ATP lo cual conduce a una inhibicion
gradual de la movilidad del espermatozoide (Christen et al., 1986), indicando que la funcion

mitocondrial estd involucrada en la regulacion de la movilidad.

2.4a2. Los péptidos activadores de la movilidad inducen quiomiotaxis en el espermatozoide

Los péptidos activadores de la movilidad de los espermatozoides (PAM) difunden de la capa de
gelatina que rodea al 6vulo formando un gradiente de concentracion, son capaces de modular la
movilidad del espermatozoide de manera especie-especifica. El speract fue el primer PAM que se
purifico e identifico estructuralmente de los 6vulos de erizo de mar de la especie S. purpuratus
(Hansbrough y Garbers, 1981). Cuando el speract se une a su receptor, que se encuentra en la
membrana flagelar del espermatozoide, desencadena una serie de cambios fisioldgicos que
preparan al espermatozoide para localizar y fecundar al 6vulo (Guerrero et al., 2010). La union de
speract a su receptor (Fig. 2) activa a la guanilato ciclasa (GC) e induce la sintesis de GMPc
(Cardullo et al., 1994) que activa el canal Tetra-KCNG el cual deja salir K al medio extracelular
causando una hiperpolarizacion transitoria de la membrana plasmatica. Esta hiperpolarizacion,
facilita la salida de Ca®" intracelular a través del intercambiador Na'/Ca?* dependiente de K*
(NCKX), remueve la inactivacion de los canales de Ca** dependiente de voltaje (Cav), estimula la
actividad de la adenilato ciclasa y activa tanto al intercambiador Na*/H" (NHE) como al canal de
Na" SpHCN (Lee, 1985; Beltran et al., 1996; Darszon et al., 2011). La estimulacién del NHE
aumenta la salida de H" conduciendo al aumento de pHi (Lee, 1985). Este aumento de pH; reduce
la actividad de la GC, activa el canal de Ca*" especifico de espermatozoides (CatSper) y estimula
tanto a la AC soluble (sAC) como a las dineinas (Beltran et al., 2007; Darszon et al., 2008; Seifert
etal., 2015). La activacion de la AC eleva los niveles de AMPc (Beltran et al., 2007), que modulan



la actividad de canales y de transportadores ionicos (Nishigaki et al., 2014). La hiperpolarizacion
y/o el AMPc activan los canales SpHCN que permiten la entrada de Na' causando la
despolarizacion de la membrana plasmatica. La entrada de Ca?", ya sea través de CatSper o de los
canales de Ca’*' dependientes de voltaje (Cav) conducen al aumento de la [Ca®'];, el cual

correlaciona con cambios en la trayectoria del espermatozoide (Darszon et al., 2008; Guerrero et

al., 2011; Pichlo et al., 2014).

Extracelular

Sp%act
] GC  TetraKCNG NCKX NHE SpHCN C*"‘*“'Per c“'.
1 2 3 1 D l@
GTP K’ “\%
) ATP
CGMP + PDES pH' T Intracelular
6

Fig. 2. Modelo propuesto de la via de sefializacion al speract en el espermatozoide de erizo de mar. Entre otros cambios
fisiologicos, (1) la union del speract a su receptor induce (2) el aumento de GMPc, (3) la hiperpolarizacion de la
membrana plasmética, (5) el aumento de pH; y (7-9) aumentos en las concentraciones io6nicas de Na* y Ca'. (2) GC,
guanilato ciclasa; (3) TetraKCNG, canal de K' regulado por GMPc; (4) NCKX, intercambiador de Na'/Ca**
dependiente de K*; (5) NHE, intercambiador de Na*/H"; (6) sSAC, adenilato ciclasa soluble; (7) SpHCN, canal de Na*
activado por hiperpolarizacion y por AMPc; (8) CatSper, canal de Ca®" especifico de espermatozoides regulado por

AMPc y/o pHi; (9) Cav, canal de Ca?* dependiente de voltaje (Modificada de: Darszon et al., 2008).

El espermatozoide de erizo de mar cuenta con un sistema de navegacion sofisticado, capaz de
detectar concentraciones picomolares del quimioatrayente. Las sefiales quimicas como los PAM,
son liberadas por las células accesorias del 6vulo formando un gradiente de concentracion, que
estimulan y re-dirigen el nado del espermatozoide hacia el 6vulo. A este mecanismo se le llama
quimiotaxis. Los PAM mejor caracterizados en la respuesta quimiotactica son el speract y el resact
en los espermatozoides de erizo de mar de las especies L. pictus (Guerrero et al., 2010) y Arbacia
punctulata (Pichlo et al., 2014), respectivamente. Dichos PAM inducen aumentos en la [Ca®']; que

dependen de la presencia de Ca®" externo. La entrada de Ca?* ocurre principalmente a través del

5



canal de Ca?" CatSper que se expresa exclusivamente en el gameto masculino, siendo indispensable
en los procesos de fertilidad de los mamiferos (Xia et al., 2007; Smith et al., 2013). De manera
similar, en el espermatozoide de erizo de mar de A. punctulata y de S. purpuratus, el CatSper se
distribuye en la membrana flagelar (Seifert et al., 2015; Beltran, datos no publicados), y su apertura
permite la entrada de Ca?" al citoplasma que se propaga del flagelo hacia la cabeza (Wood et al.,
2003; Xia et al., 2007; Darszon et al., 2011; Seifert et al., 2015). Este aumento de Ca?" se compone
de varias oscilaciones, y cada pico de dicha oscilacion correlaciona con un cambio de trayectoria
en el nado del espermatozoide (Guerrero et al., 2010). La secuencia orquestada de cada oscilacion
de Ca?" regula la vuelta pronunciada seguida del nado recto re-dirigiendo el nado del
espermatozoide hacia la fuente del quimioatrayente (Fig. 3) (Darszon et al., 2008; Guerrero et al.,

2010; Alvarez et al., 2012)

Vuelta
pronunciada

Fig. 3. El speract induce quimiotaxis en el espermatozoide de erizo de mar de las especies L. pictus y S. purpuratus.
El speract difunde del 6vulo formando un gradiente de concentracion, que el espermatozoide detecta produciéndose
oscilaciones de Ca>" en el flagelo, las cuales coordinan finamente la secuencia de la vuelta pronunciada (en amarillo)

seguido del nado recto (en morado) orientando su nado hacia el 6vulo (Modificada de: Darszon et al., 2008).

2.5. La mitocondria

El espermatozoide de erizo mar tiene una sola mitocondria situada en la base de la cabeza (Longo
y Anderson, 1968), constituida por una membrana externa (MME) y una interna (MMI), que
delimitan el espacio intermembranal de la matriz mitocondrial. La matriz mitocondrial, entre otras
moléculas, contiene a las enzimas que participan en el ciclo de Krebs y en la B-oxidacion (Ernster
y Schatz, 1981; Glancy y Balaban, 2012). La MMI, impermeable a los protones (H") contiene a los
cuatro complejos de la cadena transportadora de electrones (CTE) y a la FoF-ATPsintasa (Mazat

et al., 2013), mientras que la MME es altamente permeable debido que contiene acuaporinas,
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proteinas integrales de membrana que forman poros permitiendo el paso de moléculas hasta de

5000 Daltones.

2.5a. Transporte de los acidos grasos a la mitocondria

Los acidos grasos libres de cadena larga (AGL-CL), son transportados al interior de la mitocondria
para su oxidaciéon y la produccion de energia (Eaton et al., 1996). El principal mecanismo de
entrada de los AGL-CL es a través del sistema de transporte de las carnitinas (Eaton et al., 1996;
Eaton, 2002) (Fig. 4). La acil-CoA sintasa es la primera enzima que participa en el transporte de
los AGL-CL y esté localizada en la MME (Lopaschuk et al., 1994). Esta enzima, esterifica el AGL-
CL con la CoA para formar el acil-CoA (AGL-CL activado). La carnitina palmitoiltransferasa I
(CPT-I), sensible a pH; (Bezaire et al., 2004), se localiza en la cara interna de la MME Yy cataliza
la formacién de acil-carnitina a partir del acil-CoA (Lopaschuk et al., 1994). La CPT-I es
considerada un punto de regulacion para la translocacion del acil-CoA al interior de la mitocondria.
La acil carnitina translocasa transporta la acil-carnitina a través de la MMI. La CPT-II que esta
asociada a la cara interna de la MMI, realiza la reaccion inversa de la CPT-I regenerando la acil-

CoA en la matriz mitocondrial para alimentar a la B-oxidacion (Lopaschuk et al., 1994).

2.5b. La oxidacion de los acidos grasos

La B-oxidacion consiste en la remocion secuencial de dos &tomos de carbono a partir del extremo
carboxilo del AGL (Eaton et al., 1996). Esta via se compone bésicamente de cuatro reacciones,
primero una deshidrogenacion de la acil-CoA. Los electrones removidos de esta molécula se
transfieren al FAD para formar el FADH> (estado reducido). La segunda y la tercera reaccion son
una hidratacion y una deshidrogenacion, respectivamente. En esta tltima reaccion, el NAD™ es el
aceptor de los electrones. Finalmente, la escision de la (ceto)acil-CoA libera a la acetil-CoA que
se puede incorporarse al ciclo de Krebs y continuar su oxidacién hasta CO; (Eaton et al., 1996;

Nelson y Cox, 2005).

2.5¢. La fosforilacion oxidativa
La energia producida por la oxidacion de moléculas organicas, se conserva en los donadores de H
NADH y FADH>, que ceden sus electrones a la cadena transportadora de electrones (CTE) (Glancy

y Balaban, 2012). La CTE estd organizada en una serie de complejos (I-IV) proteicos



multiheteroméricos que pueden aceptar y donar electrones (Fig. 4). Los complejos I y II son los
aceptores de electrones provenientes de NADH y de FADHo, respectivamente, transfiriéndolos a
la ubiquinona, que a su vez los cede al complejo III. Este complejo cataliza la transferencia de los
electrones al complejo IV el cual los cede al oxigeno molecular (O2) que consume dos H' para la
formacion de una molécula de H>O. A este proceso fisioldgico se le conoce como respiracion
celular (Saraste, 1999). El paso de los electrones a través de los complejos I, III y IV estan
acoplados con la salida de H" hacia el espacio intermembranal. Los H" expulsados al espacio
intermembranal generan un gradiente electroquimico de H" (Aun"), que estd compuesto por los

gradientes de pH (ApH) y de potencial de membrana mitocondrial (AY) (Nicholls, 1974).

El AY es un parametro clave en la fisiologia mitocondrial, pues ademas de regular la sintesis de
ATP también participa activamente en los procesos de fusiéon mitocondrial, en el importe de
proteinas, en la generacion de calor y en el intercambio de metabolitos y de iones con el citoplasma
(Koopman et al., 2013). En condiciones de reposo el AY es altamente electronegativo en el interior
de -180 mV, y es el principal componente que impulsa a la FoF-ATPsintasa para la sintesis de
ATP (Quarato et al., 2011). La estimulacion de dicha enzima conduce a la disminucion del AY

mientras que su inhibicidon lo aumenta (Nicholls, 1974; Quarato et al., 2011).

B
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Tnacnglicendos B-Oxidacion S Con N
Acidos grasos libres Acetil-CoA
Acil-CoA cil-CoA NAD
FADH, Ciclo de
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Fig. 4. Modelo propuesto del metabolismo energético en el espermatozoide de erizo de mar. (A) Microfotografia
electronica del espermatozoide de erizo de mar. Las dos flechas indican la distribucion de las gotas lipidicas, ubicadas
en el espacio intermembranal de la mitocondria. La barra negra indica la escala de 0.1 um (Tomada de: Mita y
Nakamura, 1998). (B) La oxidacion de los lipidos endogenos se realiza en la mitocondria. Los triacilglicéridos son

hidrolizados por la lipasa para formar los 4cidos grasos libres de cadena larga, los cuales son transportados al interior



de la mitocondria mediante el sistema de las carnitinas (circulos azules). La B-oxidacion de los acidos grasos
comprende 4 reacciones secuenciales (ver seccion 2.5b, re presentadas en 6valos naranjas) las cuales producen FADH,,
NADH y acetil-CoA. Esta tltima se incorpora y se oxida en el ciclo de Krebs elevando los niveles de FADH, y NADH.
Ambas moléculas ceden sus electrones a la CTE (6valo rojo), que bombea H" al espacio intermembranal generando el
AY necesario para la sintesis de ATP por la ATPsintasa (complejo V). M, mitocondria; N, nucleo; F, flagelo; CPT,
carnitina palmitoiltransferasa; [-IV, complejos de la CTE; V, FoFi-ATPsistasa; AY, potencial de membrana

mitocondrial.

2.5d. El Ca** mitocondrial

El AY regula la entrada de Ca>" a la mitocondria (De Stefani et al., 2011). Dicho ion entra en la
matriz a través del uniportador de calcio mitocondrial (MCU) sensible al AY (Kirichok et al.,
2004). El aumento de Ca?" mitocondrial estimula la FoFi-ATPsintasa y las deshidrogenas intra-
mitocondriales sensibles a Ca®" (Territo et al., 2000; Denton, 2009), para satisfacer los
requerimientos energéticos de la célula. Ademas, la mitocondria puede liberar el Ca>" al citoplasma
a través del intercambiador electrogénico Na/Ca?" (NCLX) (Palty et al., 2010). Los flujos del Ca**
de este organelo junto con los del reticulo endopldsmico contribuyen a la propagacion y a la
sincronizaciéon de las sefiales de Ca" citoplasmatico en diferentes tipos celulares (Szabadkai y
Duchen, 2008; Jiang et al., 2013; Takeuchi et al., 2013). En los espermatozoides, las sefiales de
Ca?" intracelular modulan la movilidad, la quimiotaxis y la reaccién acrosomal, eventos esenciales

para que dicha célula fecunde exitosamente al 6vulo homologo (Darszon et al., 2011).



II1. ANTECEDENTES

La tinica mitocondria del espermatozoide de erizo de mar localizada en la base de la cabeza, es
importante para su movilidad (Mita y Nakamura, 1998) y posiblemente para la homeostasis de la
[Ca®"]i(Ardon et al., 2009) y la reaccidon acrosomal. Se sabe que el espermatozoide de erizo de mar
obtiene su energia a través de la oxidacion de lipidos endogenos (Hansbrough et al., 1980; Mita y
Ueta, 1990). Los AGL-CL generados por la hidrolisis de los triacilglicéridos se incorporan del
citoplasma al interior de la mitocondria a través del sistema de transporte de las carnitinas (seccion
2.5a). La oxidacion de los acidos grasos produce el NADH y el FADH, (Eaton et al., 1996), los
cuales ceden sus electrones a la CTE. Los H" expulsados a través de la CTE establecen un AY
(Saraste, 1999), que es utilizado por la FoFi-ATPsintasa para la sintesis de ATP (Quarato et al.,
2011). Las dineinas ubicadas en el axonema hidrolizan este ATP para sostener el nado del
espermatozoide (Christen et al., 1983), estableciendo un equilibrio dindmico entre la sintesis de

ATP mitocondrial con los componentes que hidrolizan el ATP.

Los PAM como el speract cuya unidn a su receptor, induce en el espermatozoide entre otros efectos

fisiologicos, un aumento en el pH;, en la [Ca®'];

y en la respiracion mitocondrial (Rodriguez y
Darszon, 2003; Schackmann y Chock, 1986). Ademas, la alteracion de la funcién mitocondrial con
diferentes inhibidores mitocondriales (CCCP, desacoplante mitocondrial; antimicina, inhibidor del
complejo III de la CTE; oligomicina, inhibidor de la FoF-ATPsintasa y CGP37157, inhibidor del
intercambiador Na*/Ca?"; Fig. 5), producen un aumento en la [Ca®']i que depende de la [Ca*]
externo ([Ca*'Jext) (Ardén et al., 2009). Lo anterior indica que la mitocondria influye en la
homeostasis de la [Ca®']; del espermatozoide. En este trabajo, quisimos saber si la mitocondria

participa en la respuesta de los espermatozoides a speract.
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Fig. 5. Mecanismo de accion de los inhibidores mitocondriales y de los ionéforos. Los ion6foros estan marcados con
(*). NCLX, intercambiador Na'/Ca?>" mitocondrial; MMI, membrana mitocondrial interna; MME, membrana

mitocondrial externa.
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IV. JUSTIFICACION

La tnica mitocondria del espermatozoide de erizo de mar, provee la energia suficiente para
impulsar el nado de la célula. Y aunque la estimulacion del espermatozoide con speract o con los
inhibidores mitocondriales alteren la respiracion mitocondrial y la homeostasis de Ca®";, se
desconoce la participacion de la mitocondria en la via de sefializacion del speract en el

espermatozoide de erizo de mar.

V. HIPOTESIS
La mitocondria participa en la via de sefalizacion del speract.

VI. OBJETIVOS
6.1. OBJETIVO GENERAL
Estudiar la participacion de la mitocondria en la respuesta a speract de los espermatozoides de erizo

de mar.
6.2. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Encontrar la concentracion de la rodamina-123 que marque a la mitocondria del espermatozoide

de erizo de mar especificamente.

2. Caracterizar los cambios en el potencial de la membrana mitocondrial (AY) inducidos por

speract.

3. Investigar si el speract altera los niveles de NADH.

5. Evaluar la participacion de la CPT-I sobre el AY y en el aumento en los niveles de NADH

inducidos por speract.
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VII. MATERIALES Y METODOS

7.1. Reactivos

La digitonina, la antimicina A, la oligomicina, la rotenona, la valinomicina, el CCCP (carbonyl
cyanide m-chlorophenylhydrazone), la nigericina, la perhexilina, el etomoxir, el 4cido cindmico,
el gosipol, el octanoato de sodio y el NH4Cl se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA.). El cianuro de potasio y el CGP-37157 (7-chloro-5-(2-chlorophenyl)-1,5-dihydro-4,1-
benzothiazepin-2(3H)-one) se obtuvieron de J.T. Baker (Edo. México, México) y de Calbiochem
(Edo. México, México), respectivamente. El Hoechst (No. 33258), la rodamina-123 (rod-123) y el
BCECF-AM fueron de Life Technologies (México, D.F). El octanoato de sodio, la digitonina, el
NH4Cl, el KCN vy el etomoxir se disolvieron en agua destilada, y el resto de los reactivos en
dimetilsulfoxido (DM). Todos los stocks se almacenaron en alicuotas de 50 pl a -20 ‘C hasta su

uso.

El medio intracelular (MI) (modificado de: Castellano et al., 1995) contiene (en mM): manitol 750,
KC1 0.1, NaCl 30, MgClL> 5, EGTA 1, HEPES 40, Succinato 5 a pH 7.2.

El agua de mar artificial (AMA) contiene (en mM): NaCl 485, KCI 10, CaCl; 10, MgCl1 26, MgSO4
30, NaHCO:s 2.5, Hepes 10, EDTA 0.1 apH 7.8. E1 AMA1Ca es AMA pH 7.0 que contiene CaCl>
1 mM y el AMAOCa es AMA carente de CaCl, conteniendo EGTA 30 uM (pH 7.8), lo cual deja
una concentracion final de Ca?" de 110 nM. La osmolaridad de las AMA’s se determind con el

osmometro VAPRO® modelo 5520, como lo indica el manual. En todos los casos la osmolaridad

fue de 950-1000 mOsm.

7.2. Muestra biologica

Utilizamos los espermatozoides de erizo de mar de las especies Strongylocentrotus purpuratus, los
cuales se obtuvieron de Pamanes S.A. de C.V. BC, México. Los espermatozoides de erizo de mar
los obtuvimos inyectando 0.5 a 1 ml de KCI 0.5 M en la regién intracelomica y los almacenamos

“secos” a 4 °C, maximo 12 h antes de iniciar el experimento.
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7.3. Calibracion del potencial de membrana mitocondrial en los espermatozoides de erizo de

mar permeabilizados con digitonina

7.3a. Permeabilizacion selectiva de los espermatozoides de erizo de mar con digitonina

Los indicadores fluorescentes del AY se distribuyen en la matriz mitocondrial y en el medio
extracelular, ya sea en mitocondrias aisladas o en las células eucariotas permeabilizadas
selectivamente, facilitando las mediciones cuantitativas de AY (Kuznetsov et al., 2008). Con la
idea de determinar el AW en el espermatozoide de erizo de mar, permeabilizamos las células con
el detergente no idnico digitonina que remueve el colesterol de las membranas bioldgicas
(Castellano et al., 1995). El grado de alteracion de la permeabilidad de la membrana plasmatica de
los espermatozoides de erizo de mar tratados con digitonina se monitore6 con el indicador
fluorescente hoechst (Aex 365, Aem 470 nm (Castellano et al., 1995)). El hoechst es una molécula
hidrofilica que difunde rapidamente al interior de las células permeabilizadas. La interaccion del
hoechst con las bases nitrogenadas del acido desoxirribonucleico localizado en el nucleo celular,
produce cambios estructurales en el fluor6foro aumentando su fluorescencia. La intensidad de la
fluorescencia emitida por el hoechst indica el grado de la permeabilidad de la membrana plasmatica

ocasionada por la presencia de digitonina.

Los registros de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorometro SLM 8000 Aminco™ con
temperatura controlada a 14 °C y agitacion constante. Se transfirieron 10 pl de espermatozoides
(~10 millones) diluidos (1:10) en medio intracelular (MI) a una celda de vidrio conteniendo 0.8 ml
de MI y 2 uM de Hoechst, y a los 20 s de iniciado el registro se adicionaron las diferentes

concentraciones (0.002 - 0.2 mM) de digitonina.

La viabilidad celular de los espermatozoides permeabilizados con digitonina se evaluo de manera
indirecta cuantificando la reaccidn acrosomal. Morfoldégicamente, los espermatozoides
reaccionados se distinguen por la aparicion del tubulo acrosomal en el dpice de la cabeza (Fig. 7A)
Para ello, los espermatozoides diluidos (1:1000) en MI pH 7.8 suplementado con 5 uM de CaCl,
conteniendo o no digitonina, se incubaron por 2 minutos a 14 °C. La reaccion acrosomal de los
espermatozoides se cuantificd observando las c€lulas en un microscopio de contraste de fases con

el objetivo 100X.
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7.3b. Calibracion del potencial de membrana mitocondrial en los espermatozoides
permeabilizados

La rodamina-123 es una molécula lipofilica catidonica que se acumula en la mitocondria en funcion
de su AY que es altamente negativo (aproximadamente de -180 mV) (Schneckenburger et al.,
2004). La pérdida del AY resulta en la liberacion de este fluoréforo de la mitocondria hacia el
citoplasma disminuyendo su concentracion en la matriz mitocondrial, como consecuencia la
fluorescencia aumenta, lo cual indica una despolarizacion de la mitocondria (Foster et al., 2006;

Zamzami et al., 2007).

Para calibrar el AY en los espermatozoides de erizo de mar permeabilizados con digitonina,
utilizamos la rodamina-123 (rod-123, Aex 497 y Aem 523 nm (Emaus et al., 1986)). Diez pl de los
espermatozoides permeabilizados con digitonina, se transfirieron a una celda conteniendo 0.8 ml
de MI, 30 nM de rod-123 y diferentes concentraciones de KCI (0.1 — 160 mM). Las células se
incubaron 1 min a 14°C con agitacion constante y a los 20 s de iniciado el registro se adicionaron
diferentes concentraciones de antimicina (0.01 - 3 uM) o de cianuro de potasio (KCN, 0.025 - 6
mM), inhibidores de los complejos III y IV de la CTE, respectivamente, o 1 uM de oligomicina
(inhibidor de la FoFi-ATPsintasa). A los 60 segundos del mismo registro se agrego el ion6foro de
K" valinomicina (2 uM) para establecer un potencial de membrana en funcion de la [K']. Los
valores de AY se obtuvieron con la ecuacion de Nernst (Baracca et al., 2003), que determina el

potencial eléctrico que se establece en una membrana selectivamente permeable a un ion:

E = 2.3(RT/zF) log([X]o/[X]i)

donde E es el potencial eléctrico de membrana (Voltios, V); R es la contante de los gases (8.314
J*Mol1*°K™1); T, es la temperatura absoluta (287 °K); z, es la carga del i6n; F, es la constante de
Faraday (96,4867 J*Mol'*V!); [X]Jo y [X]i, son las concentraciones externa e interna de K",

respectivamente.

7.4. Distribucion de la rodamina-123 en los espermatozoides intactos de erizo de mar
El estado energético mitocondrial estd directamente relacionado con la movilidad del

espermatozoide de erizo de mar (Christen et al., 1983; Schackmann et al., 1984). El AY de las
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células intactas puede evaluarse cualitativamente con los indicadores fluorescentes sensibles a
cambios de voltaje como la rodamina-123 (rod-123) (Schneckenburger et al., 2004). Para conocer
la distribucion de este fluoréforo en el espermatozoide del erizo de mar, incubamos las células
diluidas (1:10) en AMA1Ca con diferentes concentraciones (5-20 uM) de rod-123 a 14 °C durante
3 hen la oscuridad. Los espermatozoides cargados con el fluor6foro se diluyeron 1:1000 en AMA
y 10 pl de esta dilucion se transfirieron a un portaobjetos, para observarse en un microscopio de
epifluorescencia. La distribucion del colorante en la célula completa se registr6 mediante

microscopia confocal (confocal microscope Zeiss, LSM510).

7.5. Determinaciones fluorométricas de potencial de membrana mitocondrial, de los niveles
de nicotinamida adenina dinucle6tido reducido y de pH intracelular en los espermatozoides
intactos

La fluorescencia de los espermatozoides se registrd de acuerdo con lo reportado por Rodriguez y
Darszon, (2003) y se describe a continuacion. Los espermatozoides diluidos (1:10 en AMA1Ca)
se incubaron a 14 °C durante 3 h en la oscuridad, en ausencia (para la determinaciéon de NADH por
autofluorescencia -Aex 350 y Aem 460 nm- (Foster et al., 2006)) o en presencia de 10 uM de rod-123
(para la evaluacion del ¥ -Aex 497 y Aem 523 nm- (Emaus et al., 1986)) o de 0.5 uM de BCECF-
AM (indicador de pHi -Aex dual 438 y 500 nm; Aem 550 nm- (Nishigaki et al., 2001)). El colorante
libre se elimino por centrifugacion a 1000 xg durante 5 min a 4 °C, y el precipitado se resuspendid
en el volumen original de AMAI1Ca, excepto cuando las células se incubaron en ausencia de
fluoréforo, que se diluyeron a 1/3 del volumen original de AMAICa. Para los registros
fluorométricos se transfirieron 10 pl de espermatozoides a una celda redonda conteniendo 0.8 ml
de AMA o AMAOCa a 14 °C con agitacion constante. A los 10 s de iniciado el registro se agregd

el speract, el NH4Cl, o los inhibidores de la mitocondria, de la CPT-I o de la lactato deshidrogenasa.

Como los nucledtidos de piridina son también indicadores del metabolismo energético
mitocondrial, utilizamos su fluorescencia intrinseca para determinar los niveles de los mismos.
Puesto que las propiedades espectroscopicas del NADH y del NAD(P)H son idénticas, los registros
de autofluorescencia (Aex 360 y Aem 450 nm) colectan la fluorescencia de ambos nucleotidos (Eng
et al., 1989; Huang et al., 2002)). No obstante, en los espermatozoides de erizo de mar no hay

glucdlisis (Hansbrough et al., 1980; Rothschild, 1948) y su metabolismo es principalmente
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oxidativo (Mita y Nakamura, 1998), por tanto la sefial de la fluorescencia obtenida corresponde

principalmente al NADH.

7.6. Estadistica

Los registros de fluorescencia se adquirieron con el programa OLIS Globalworks 4.2 y los datos
obtenidos de los registros se procesaron con Microsoft Excel, R project y Origin 6.0. Los datos de
fluorescencia (F) se normalizaron con el promedio de la fluorescencia (Fo) antes de la adicion de
los agonistas o de los inhibidores y se expresan como (F/Fo - 1). Los valores de fluorescencia
reportados son la media + ES (error estaindar de la media). Para las evaluaciones estadisticas se
utilizo la prueba t de Student o la ANOVA de una via complementada con la prueba de Tukey. Se

consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando p < 0.05.
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VIII. RESULTADOS

8.1. La digitonina permeabiliza selectivamente la membrana plasmatica de los
espermatozoides de erizo de mar

El AY es uno de los parametros que se utilizan para evaluar la integridad de la funcién mitocondrial
(Kuznetsov et al.,, 2008). Para determinar el AY en los espermatozoides de erizo de mar,
permeabilizamos las células con digitonina que altera selectivamente la permeabilidad de las
membranas biologicas debido a la presencia de colesterol, el cual estd practicamente ausente en la
MMI (Colbeau et al., 1971). Debido a esta diferencia Castellano et al., (1995) lograron
permeabilizar selectivamente la membrana plasmatica del espermatozoide de erizo de mar,
dejandolo en condiciones en las que atn es capaz de llevar a cabo la reaccion acrosomal. Para
determinar el grado de alteracion de la permeabilidad de la membrana plasmatica de los
espermatozoides de S. purpuratus, expusimos las células a diferentes concentraciones de digitonina
(0.002 - 0.2 mM). La Fig. 6A, B muestra que concentraciones mayores a 0.03 mM de digitonina
permeabilizan parcialmente la membrana plasmatica del espermatozoide mientras que 0.25% de
triton X-100 la solubiliza completamente (Fig. 6, Triton). Las concentraciones de 0.12 y 0.2 mM
de digitonina, permeabilizaron completamente la membrana plasmdtica del espermatozoide.
Debido a lo anterior, evaluamos la viabilidad de los espermatozoides permeabilizados, en presencia

de las concentraciones de digitonina mencionadas.
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Fig. 6. La digitonina aumenta la permeabilidad de la membrana plasmatica de los espermatozoides de S. purpuratus.
(A) Trazos representativos del cambio de fluorescencia de los espermatozoides incubados con hoechst, tratados con
diferentes concentraciones de digitonina (0.002 - 0.2 mM, indicado con la flecha). (B) Resumen estadistico de los

experimentos realizados en A, evaluando el cambio de fluorescencia a los 50 s después de agregar las diferentes
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concentraciones de digitonina. Las determinaciones se hicieron en una celda de vidrio conteniendo 10 millones de
espermatozoides en 0.8 ml de MI y 2 uM de hoechst. Los valores representan la media = ES, n = 3-4. *p < 0.05; ***p
<0.001.

8.2. Los espermatozoides permeabilizados con digitonina son viables

La RA que experimenta el espermatozoide previo a la fecundacion del 6vulo puede inducirse de
manera natural o artificial. En el erizo de mar los inductores fisiologicos de la RA son: la envoltura
(gelatina) del 6vulo homologo y el polimero de fucosa sulfatada (PFS, Hirohashi et al., 2008). En
este modelo la RA también se puede inducir artificialmente en presencia de Ca>* ya sea aumentando
el pHia 9.0 o mediante ionéforos de Ca®>" como el A23187 (Wright et al., 1986). Para evaluar la
viabilidad celular de los espermatozoides permeabilizados con digitonina, contabilizamos aquellos
que experimentaron la RA de forma artificial, como reportaron Castellano et al., (1995). La Fig.
7A muestra la morfologia de los espermatozoides reaccionados, los cuales se distinguen por
presentar el tubulo acrosomal (lado izquierdo). Como se esperaba, la Fig. 7B muestra que el 95%
de los espermatozoides permeabilizados con digitonina experimentaron la RA inducida
artificialmente, indicando que son viables, de acuerdo con lo reportado (Castellano et al., 1995).
Con base en lo anterior, seleccionamos la concentracion de 0.12 mM de digitonina para
permeabilizar la membrana plasmatica de los espermatozoides que utilizamos para determinar el

AVY.
A B
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= 401
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No reaccionado Reaccionado 0.00.12 0.2

Digitonina [mM]

Fig. 7. Los espermatozoides permeabilizados con digitonina son viables. (A) Microfografia electronica que contrasta
la morfologia de un espermatozoide reaccionado (a la derecha) de uno que no lo esta (a la izquierda). La fecha indica
la presencia del tibulo acrosomal. Tomada de: Castellano et al., 1995. (B) Resumen estadistico de los espermatozoides
que experimentaron la reaccion acrosomal. Para ello, los espermatozoides de erizo de mar diluidos (1:1000) en MI a

pH 7.8 suplementado con CaCl, 5 pM conteniendo o no digitonina. Las barras representan la media £ ES, n = 3.
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8.3. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial en los espermatozoides
permeabilizados con digitonina

Se sabe que en las mitocondrias aisladas o en células permeabilizadas, el AY mantiene una relacion
directa con el gradiente de K* (Di Lisa et al., 1995; Schackmann et al., 1984). Para determinar el
AY de los espermatozoides permeabilizados con digitonina, expusimos las células con el indicador
de W, rod-123, que a concentraciones menores de 100 nM relaciona de manera lineal la intensidad
de la fluorescencia de rod-123 con la concentracion externa de KCI (Baracca et al., 2003).
Inicialmente, inhibimos la actividad del complejo III (con antimicina A) o IV (con KCN) de la
CTE en los espermatozoides permeabilizados y cargados con 30 nM de rod-123. La Fig. 8A, B
muestra que la antimicina despolariza la mitocondria de una manera que depende de su
concentracion, y que esta respuesta se satura con 1 pM. Resultados similares se obtuvieron con

KCN (Fig. 8C, D), cuya respuesta se satura con 1 mM.

0.30y e A
o 0.204 sxk | )
o
~ 0.15] *%
&
5 0.104
<0,05
0.00
10 2 001 0.1 1.0
Tiempo (s) Antimicina A [puM]
C D
0.40; KCN [mM]
1 0.301 sk ok
kksk
%k k =
.20 *

.10 T
;§%5 0.00]
i 000 0.1 1.0 10
Tiempo (s) KCN [mM]

Fig. 8. La antimicina y el cianuro de potasio despolarizan la mitocondria de los espermatozoides permeabilizados. (A)

Trazos representativos del aumento de fluorescencia (despolarizacion de la mitocondria o disminucion del AY) de los
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espermatozoides permeabilizados con digitonina y cargados con 30 nM de rod-123, tratados con diferentes
concentraciones de antimicina (0.01 - 3 uM) o (C) KCN (0.025 - 6 mM). La flecha indica la adicion de los inhibidores.
(B), (D) Muestran el resumen de los experimentos realizados como en A o en C respectivamente, evaluando el cambio

de fluorescencia a los 50 s. Las barras representan la media = ES, n = 3-4. *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001.

Este resultado indica que la mitocondria de los espermatozoides permeabilizados con digitonina
mantienen el AY integro y que concentraciones > 0.1 uM de antimicina o > 0.5 mM de KCN
inhiben la actividad de la CTE. Dichas concentraciones estan dentro del intervalo utilizado en
mitocondrias aisladas (Baracca et al., 2003; Xiong et al., 2010; Zhang et al., 2009), lo cual es

equivalente a tener los espermatozoides permeabilizados.

Después de inhibir la actividad de la CTE que alimenta el AY, expusimos las células a diferentes
concentraciones de KCI externo. Bajo esta condicion el AY depende del gradiente electroquimico
de K (Di Lisa et al., 1995). Para esto, diluimos los espermatozoides permeabilizados en MI
conteniendo diferentes concentraciones (0.1 - 40 mM) de KCl tratados con el ionoforo de K*,
valinomicina, en presencia de 0.5 pM de antimicina o de 0.5 mM de KCN. La Fig. 9A, B muestra
los cambios de fluorescencia (debida a rod-123) inducidos con valinomicina a las diferentes

concentraciones de KCl externo.

Los valores de AY se obtuvieron al sustituir las diferentes concentraciones de KCI externo en la
ecuacion de Nernst y se asumid la [K']mit de 180 mM, de acuerdo con lo reportado para el
espermatozoide de erizo de mar (Castellano et al., 1995). Resultados similares se obtuvieron en los

espermatozoides tratados con KCN (Fig. 9C, D).
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Fig. 9. Calibracion del potencial de membrana mitocondrial de los espermatozoides permeabilizados. (A) Trazos
representativos del cambio de fluorescencia de los espermatozoides permeabilizados y cargados con rod-123 30 nM,
tratados con antimicina (AA) 0.5 uM o (C) con KCN 0.5 mM, y valinomicina (val) 2 uM. Las flechas indican las
adiciones. (B), (D) Muestra la correlacion del cambio de fluorescencia evaluada como en (A) o en (C) a los 160 s con
el AY calculado con la ecuacion de Nernst. Los datos se ajustaron con la Ec. de la recta (en gris). Los valores

representan la media £ ES, n =4-5.

Ademas de la CTE, la FoFi-ATPsintasa participa activamente en la regulacion de A, la principal
fuerza impulsora que utiliza esta enzima para la sintesis de ATP (Foster et al., 2006). La FoF;-
ATPsintasa tiene la capacidad de funcionar en ambos sentidos de la reaccion (ATP €<-> ADP +
Pi); es decir, sintetizar ATP o acoplar la hidrolisis de esta molécula con la expulsion de H™ al
espacio intermembranal para regenerar el AY (Quarato et al., 2011). De acuerdo con esto,

determinamos la contribucion de la FoFi-ATPsintasa (cuya actividad es sensible a oligomicina)
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sobre el AY. La Tabla 1 muestra los valores de AY de los espermatozoides permeabilizados en

condiciones de reposo (succinato) o tratados con diferentes inhibidores mitocondriales.

Tratamiento AY (mV)

Succinato =1724£13

Oligomicina 1 pM | -208 +5 *

Antimicina A 1 pM | - 65 £ 5 ***

KCN 0.5 mM - 02 & 5 Rk

Tabla I. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial de los espermatozoides permeabilizados. Los valores
del AY se obtuvieron a partir de los datos de las Fig. 8 y 9. El1 A¥ en condiciones de reposo corresponde a los
espermatozoides permeabilizados y diluidos en MI (succinato), en presencia de oligomicina, de antimicina o de KCN.

Los valores representan la media £ ES, n = 3-4. *p < (.05, ***p < 0.001.

Nuestros resultados indican que la antimicina o el KCN, despolariza la mitocondria de los
espermatozoides permeabilizados en tanto que la oligomicina la hiperpolariza, y es congruente con
el hecho de que tanto la CTE como la FoFi-ATPsintasa contribuyen en la regulacion del AY.
Considerando todo lo anterior y como esta reportado (Emaus et al., 1986), encontramos que la rod-
123 monitorea las variaciones de AY de los espermatozoides permeabilizados, en una temporalidad
de segundos. Debido a lo anterior, decidimos evaluar el AY en espermatozoides intactos de erizo

de mar de la especie S. purpuratus.

8.4. La rodamina-123 marca la mitocondria de los espermatozoides intactos de erizo de mar
El AY es un parametro que indica el estado energético mitocondrial (Kuznetsov et al., 2008), que
impulsa la sintesis de ATP y regula los flujos idnicos, entre ellos la entrada de Ca** a la mitocondria
(Kirichok et al., 2004; Wiedenmann et al., 2008). Para determinar la concentracion de rod-123, que
marque con fluorescencia especificamente la mitocondria de los espermatozoides intactos,
expusimos las células a diferentes concentraciones (5-20 uM) del fluor6éforo. Nuestros resultados
indican que 5 y 10 uM de rod-123, marcan selectivamente la mitocondria de los espermatozoides
de S. purpuratus (Fig. 10A), y que a la concentracion de 20 uM, la rod-123 se distribuye también
en el citoplasma y en el acrosoma de algunas células. Como era de esperarse, el tratamiento con el

protonoforo CCCP (un desacoplante mitocondrial que estimula el consumo de oxigeno
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independiente de la actividad de la FoFi;-ATPsintasa) aumenté la fluorescencia de los

espermatozoides marcados con 5y 10 uM de rod-123, indicando una disminucién del AY (o una

despolarizacion de la mitocondria) (Fig. 10B).

Dado que el CCCP afecta el ApH y el AP, nos preguntamos si el cambio de la fluorescencia de la

rod-123 se debe a alteraciones en el ApH o en el AY. Para responder esta pregunta, evaluamos el

efecto de la valinomicina (un ionoforo de K™ que disipa el A¥ (Johnson et al., 1981)) o el de la

nigericina (un intercambiador de H/K" que colapsa el ApH (Akhmedov et al., 2010; Smiley et al.,

1991)), sobre el AY, y encontramos que la valinomicina aumenta la fluorescencia de los

espermatozoides marcados con rod-123, mientras que la

nigericina la disminuye ligeramente (Fig.

10C), lo cual indica que los cambios de fluorescencia de la rod-123, corresponden al AY.

AY (F/Fo-1)

-
s Rod-123
0.1 [uM]
0.0%5"50 10
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5
CClC.'P
e : : : ,0
10 20 30 40 50
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d = ok
60'3 : —
0.2 Valinomicina
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Fig. 10. La rodamina-123 marca la mitocondria de los espermatozoides intactos de S. purpuratus. (A) Los

espermatozoides (diluidos 1:1000 en AMA) se marcaron con diferentes concentraciones (5-20 uM) de rod-123, como
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se describi6 en Materiales y Métodos. Los paneles de la izquierda muestran la distribucion de la fluorescencia de rod-
123 en el espermatozoide por microscopia confocal, y los paneles de la derecha, la sobre-posicion con las imagenes de
contraste de fases observadas con un objetivo de 100x. (B) Registros representativos de los cambios de fluorescencia
de espermatozoides cargados con 5 o 10 uM de rod-123 y tratados con 1 uM de CCCP, o (C) espermatozoides cargados
con 10 uM de rod-123 y tratados con 5 pM de valinomicina o con 10 uM de nigericina. Las flechas indican las
adiciones. Los insertos muestran el resumen estadistico del cambio de fluorescencia evaluada a los 30 s después de
agregar el CCCP (B), dimetilsulfoxido (DM) como control, valinomicina (V) o nigericina (N) (C). Las imagenes en
(A) son representativas y los registros en (B, C) son el promedio de 3 experimentos independientes. Las barras

representan la media £ ES, * p <0.05. ** p <0.01.

Con base en lo anterior, seleccionamos la concentracion de 10 uM de rod-123 para evaluar el AY
de los espermatozoides de erizo de mar, ademas de que dicha concentracion estd dentro de los
limites reportados en varios sistemas para ese fin (Foster et al., 2006; Kahlert et al., 2008;

Schneckenburger et al., 2004; Toescu y Verkhratsky, 2000; Wyatt y Buckler, 2004)

8.5. El speract despolariza la mitocondria de los espermatozoides de S. purpuratus

Aunque esta reportado que la unidn del speract a su receptor activa la respiracion y la movilidad
de los espermatozoides sin alterar el AY, debe sefialarse que estos resultados se obtuvieron
incubando los espermatozoides por periodos prolongados (> 3 h) (Christen et al., 1982; Repaske y
Garbers, 1983; Schackmann et al., 1984). Ahora sabemos que los cambios (en el pHi, en la [Ca*"];
y en la [Na'];, entre otros) inducidos por speract en poblaciones de espermatozoides, ocurren en
segundos (Rodriguez y Darszon, 2003). Considerando lo anterior, evaluamos si el speract causa
cambios rapidos en el AY en poblaciones de espermatozoides de S. purpuratus. La Fig. 11A, B
muestra que concentraciones > 0.25 pM de speract despolarizan la mitocondria del espermatozoide
de erizo de mar, y que esta despolarizacion se bloquea aumentando la concentracion de KCI
extracelular ([KCl]ext) de 10 mM (concentracion normal en el AMA) a 40 mM, que inhibe toda la
cascada de sefalizacion disparada por speract con la excepcion del aumento en el GMPc
(Gonzalez-Martinez y Darszon, 1987). La hiperpolarizacion inicial de la membrana plasmatica del
espermatozoide inducida por speract se debe a la apertura del canal de K* tretra-KCNG. En esta
via, con la excepcion del aumento del GMPc, la alta [K™]ex: inhibe la hiperpolarizacion y bloquea
la cascada de sefializacion disparada por speract. Como no hay un inhibidor especifico para el canal
tetra-KCNG, usamos esta estrategia como un control de la especificidad de la respuesta del

espermatozoide al speract.
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Fig. 11. El speract despolariza la mitocondria de los espermatozoides de S. purpuratus. (A) Trazos representativos del
cambio de fluorescencia del AY de los espermatozoides estimulados con diferentes concentraciones (0.025 - 1 nM) de
speract en ausencia o en presencia (speract 0.5 nM) de 40 mM de KCl, el cual se agregdé un minuto antes de la adicion
del péptido. La flecha indica la adicion del speract. (B) Resumen de los experimentos realizados en (A) a
concentraciones de 0.025 - 100 nM de speract. La linea es el ajuste de los datos a la ecuacion de Boltzmann. El cambio
de fluorescencia se evaluo a los 7 s después de agregar el speract, tiempo en el cual la [Ca?']; frecuentemente alcanza
el maximo. El nimero de experimentos independientes se indica sobre las barras de error. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p

<0.001.

8.6. El speract despolariza la mitocondria de los espermatozoides independientemente de la
concentracion extracelular de Ca**

>*]i que depende de la [Ca®*]ext en los espermatozoides de

El speract produce un aumento en la [Ca
erizo de mar (Schackmann y Chock, 1986; Wood et al., 2003, 2007), que podria influir en la
mitocondria, lo cual es importante para la homeostasis del Ca®" intracelular. Considerando lo
anterior, examinamos si la despolarizacion de la mitocondria de los espermatozoides inducida por
speract depende de la [Ca®'exi. Contra lo esperado, encontramos que dicho péptido despolariza la
mitocondria aun cuando los espermatozoides estén en agua de mar artificial (AMA) conteniendo
tinicamente 110 nM de Ca** (AMAOCa, Fig. 12), condicion que elimina el aumento en la [Ca®'];
(Schackmann y Chock, 1986); es importante recordar que la concentracion normal de Ca>* en el
AMA es de 10 mM. La Fig. 12B también muestra que la despolarizacion de la mitocondria
inducida por speract es mayor en AMAOCa que en AMA (ver discusion). El control en alta

concentracion de K externo ([K*Jext), muestra como se esperaba, la dependencia de la respuesta a

la hiperpolarizacion inicial de la membrana plasmatica disparada por el speract.
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Fig. 12. El speract despolariza la mitocondria de los espermatozoides independientemente de la concentracion
extracelular de Ca?*. (A) Trazos representativos del cambio de fluorescencia de A¥ de los espermatozoides estimulados
con 0.5 nM de speract en presencia (AMA) o en ausencia (AMAOCa) de Ca®" externo. Se utilizé6 40 mM de KCI como
control de la especificidad de la respuesta a speract en AMA, la flecha indica la adicién de speract. (B) Resumen
estadistico de los experimentos realizados en (A), evaluando el cambio de fluorescencia a los 7 s después de agregar

el speract. Las barras representan la media + ES, n =4-6. *p <0.05.

8.7. El aumento artificial de pH intracelular despolariza la mitocondria de los
espermatozoides

Como ya mostramos, el speract disminuye el AY de los espermatozoides de erizo de mar atn en
AMAOCa, condicion en la que el péptido eleva el pH; de la célula (Schackmann y Chock, 1986).
Por lo tanto, la despolarizacion de la mitocondria inducida por este decapéptido podria deberse al
aumento de pH;. Esté reportado que al igual que speract el NH4Cl aumenta el pH;, la [Ca®*]; y activa
tanto la respiracion como la movilidad de espermatozoides de S. purpuratus (Hansbrough y
Garbers, 1981; Repaske y Garbers, 1983; Garcia-Soto et al., 1987). Se sabe, que el aumento en el
pHi, en la respiracion y en la movilidad ocurren independientes de la [Ca®"ex (Christen et al., 1982,
1983; Schackmann et al., 1984; Rodriguez y Darszon, 2003). Como controles, nosotros
corraboramos que el speract aumenta el pH; independientemente de la [Ca®]ext y que esta respuesta
se inhibe por una alta [K]ex. Como lo anticipamos, la adicién de NH4Cl alcaliniza el pHi inclusive
en presencia de una alta [K']ex (Fig. 13). Ademas, se observo que el aumento en el pHi inducido

por el speract, es mayor en los espermatozoides de la condicion de AMAOCa.
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Fig. 13. El speract aumenta el pH intracelular de los espermatozoides independientementemente de la concentracion
extracelular de Ca?". (A) Trazos representativos del cambio de pH; (ApHi) en los espermatozoides estimulados con 15
mM de NH4Cl o con 0.5 nM de speract en presencia (AMA) o en ausencia de Ca®" externo (AMAOCa), o pre-tratados
con 40 mM de KCIl. La flecha indica las adiciones. (B) Resumen estadistico de los experimentos realizados en (A)
evaluando el cambio de fluorescencia a los 7 s después de las adiciones. Las barras representan la media + ES, n = 4-

5. %p < 0.05; ***#p < 0.001.

De acuerdo con nuestras espectativas, encontramos que la adicion de NH4Cl despolariza la
mitocondria de los espermatozoides ya sea en presencia (Fig. 14A y B) o ausencia de la [Ca**]ext
(Fig. 14C y D). A diferencia de la disminucion de AY inducido por speract que se inhibe por una
alta [K']ext, €l NH4Cl despolariza la mitocondria independientemente de la [K']ext (Fig. 14A
inserto). Nuestros resultados sugieren que de las respuestas inducidas por la union de speract a su

2+]i

receptor, es el aumento de pHj, y no la elevacion de la [Ca”"]i o del GMPc, el que esta relacionado

con la despolarizacion de la mitocondria de los espermatozoides.
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Fig. 14. El aumento artificial de pH intracelular mediante la adicion de NH4Cl despolariza la mitocondria del
espermatozoide, incluso en ausencia de Ca>" externo. Trazos representativos del cambio de fluorescencia de A de los
espermatozoides tratados con diferentes concentraciones (5 - 20 mM) de NH4Cl (A), o con 10 mM de NH4Cl en
presencia (AMA) o en ausencia (AMAOCa) de Ca®" externo (C). El inserto muestra la respuesta a 10 mM de NH4Cl
en espermatozoides previamente expuestos a 40 mM de KCI1 + 0.5 nM speract. El control corresponde a la adicion de
AMA como vehiculo. Las flechas indican la adicion de NH4Cl o del vehiculo. (B) y (D) Resumen estadistico de los
experimentos realizados en A o en C, evaluando el cambio de fluorescencia a los 7 s después de la adicion. Las barras

representan la media £ ES, n = 3-6. ***p<0.001.

Considerando que la despolarizacion de la mitocondria inducida por speract estd relacionada con
el aumento del pH;, examinamos como se afecta dicho cambio inducido por speract en presencia
de compuestos que alteran la funcidon mitocondrial. Primero se evalu6 el efecto del protonoforo
CCCP y de la rotenona (inhibidor del complejo I de la CTE), y causaron una acidificacion aparente
en los espermatozoides (Fig. 15A y B). Sin embargo, el hecho de que el colapso del ApH
mitocondrial con CCCP elimine la aparente disminucion de pH; inducida por la rotenona (Fig.

15B), sugiere que en los espermatozoides de S. purpuratus, el BCECF también podria estar
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entrando a la mitocondria, indicando que dicho organelo contribuye en los cambios de
fluorescencia observados en las células. Como se esperaba, la oligomicina, un inhibidor especifico
de la FoFi-ATPsintasa, no alter6 el pH; de los espermatozoides (Fig. 15A y B). El pretratamiento
de los espermatozoides con rotenona u oligomicina, no altera significativamente el cambio de pH;
inducido por speract (Fig. 15C y D); no obstante, el hecho de que el pretratamiento con 2 uM de
CCCP inhibi¢ parcialmente la respuesta inducida por speract (Fig. 15C y D), sugiere que el péptido
también aumenta el pH mitocondrial. Estos resultados indican que los efectos causados por la
rotenona u oligomicina no estan relacionados con el aumento de pH; inducido por speract debido a

sus blancos mitocondriales.
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Fig. 15. La rotenona y el CCCP causan una acidificacion aparente. (A) Trazos representativos del cambio
de pHi (ApHi) en los espermatozoides tratados con dimetilsulfoxido (DM, control), 2 uM de oligomicina
(Oli), 1 uM de rotenona (Rot) 0 2 uM de CCCP, o (C) 0.5 nM de speract se adicion6 2 min después de los

inhibidores. Las flechas indican las adiciones. (B) y (D) Resumen de los experimentos realizados en A o en
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C, respectivamente. Los cambios de pH; se midieron a los 60 s después de adicionar los inhibidores
mitocondriales o el CCCP, o a los 7 s después de agregar el speract. Las barras representan la media + ES,

n = 3-5. *p<0.05; **p<0.01.

El CCCP y la rotenona inducen una acidificacion en el espermatozoide, la cual podria explicarse
por la actividad reversa de la FoFi1-ATPasa que expulsa los H" de la mitocondria, acidificando el
citoplasma. Para saber si dicha acidificacion depende de la FoFi-ATPasa, pre-incubamos las
células durante 3 minutos con 2 uM de oligomicina y luego las expusimos a CCCP (2 uM) o a
rotenona (2 uM). La Fig. 16 muestra que ambos compuestos disminuyeron el pH;
independientemente de la actividad de la FoFi-ATPasa, y este efecto también se observo en los
espermatozoides permeabilizados con 100 uM de digitonina, concentracion a la cual demostramos
que la mitocondria es funcional (Fig. 7). Estos resultados confirman que el indicador BCECF AM
entra a la mitocondria, y que tanto el CCCP como la rotenona acidifican la mitocondria

independiente de la FoFi-ATPasa.
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Fig. 16. El CCCP y la rotenona acidifican la mitocondria del espermatozoide. Los cambios de pH se registraron en los
espermatozoides cargados con BCECF AM como se describié en Materiales y Métodos. Los cambios se evaluaron a
los 120 s después de la adicion de dimetilsulfoxido (DM, control), 2 uM de oligomicina (Oli), 2 pM de rotenona (Rot),
2 uM de CCCP o pretratados durante 3 min con 100 pM de digitonina (Dig) que permeabiliza selectivamente la
membrana plasmatica del espermatozoide, y luego los expusimos a la misma concentracion de rotenona o de CCCP.

Las barras representan la media + ES, n=3.
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8.8. La despolarizacion de la mitocondria inducida por speract depende parcialmente de la
actividad de la FoFi-ATPsintasa

La activacion de la respiracion y de la movilidad de los espermatozoides estan relacionadas con la
sintesis de ATP mitocondrial (Christen et al., 1983). Esta reportado que a medida que la FoFi-
ATPasa mitocondrial sintetiza ATP, la mitocondria se despolariza parcialmente (Baracca et al.,
2003). Para determinar si la despolarizacion de la mitocondria del espermatozoide inducida por
speract, depende de la actividad de la FoFi-ATPsintasa, expusimos los espermatozoides a la
oligomicina. La Fig. 17A, C muestra que con la oligomicina se hiperpolariza la mitocondria del
espermatozoide y que la despolarizacion inducida por speract es mayor en los espermatozoides
expuestos a oligomicina (Fig. 17B, C). Esta observacion indica que ademas de la FoF1-ATPsintasa
que contribuye a la despolarizacion de la mitocondria inducida speract, existen otros componentes

importantes en la cascada de sefnalizacion activada por speract que podrian estar implicados en este

evento.
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Fig. 17. La despolarizacion de la mitocondria inducida por speract depende parcialmente de la actividad de la FoF-
ATPsintasa. Registros representativos del cambio de fluorescencia del AY de los espermatozoides tratados con:
dimetilsulféxido (DM) como control, 2 uM de oligomicina (Oli) (A), o (B) 0.5 nM de speract adicionado 2 min después
del tratamiento con oligomicina. Las flechas indican el tiempo en que los compuestos se adicionaron. (C) Resumen de
los experimentos realizados en A y en B. El cambio de fluorescencia se midi6 a los 60 s después de la adicioén de
oligomicina, o 7 s después de la adicion de speract. Las barras representan la media £ ES, n = 3-5; *p <0.05; ***p

<0.001.
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8.9. El speract despolariza la mitocondria cuando esta parcialmente desacoplada con CCCP
Se sabe que el protonoforo CCCP aumenta la permeabilidad de H' ocasionando un cortocircuito
con la actividad de la CTE y, como se indic6 anteriormente, causa una despolarizacion en la
mitocondria (Fig. 18 A y B). La Fig. 18C y D muestra que el speract aumenta la despolarizacion de
la mitocondria causada por 0.1 uM de CCCP. Cabe mencionar, que en los espermatozoides
previamente incubados con 0.1 uM de CCCP, el tratamiento con NH4Cl produjo un efecto similar
a speract (no mostrado). Sin embargo, el speract no afecta el AY de los espermatozoides tratados
con 2 uM de CCCP (Fig. 18C y D). Este resultado sugiere que el speract despolariza la mitocondria

aun cuando estd parcialmente desacoplada.
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Fig. 18. La despolarizacion inducida por speract depende parcialmente del grado de desacoplamiento de la mitocondria.
Registros representativos del cambio de fluorescencia del AY de los espermatozoides tratados con 0.1 y 2 uM de CCCP
(A), o (C) 0.5 nM de speract adicionado 2 min después del tratamiento. Las flechas indican el tiempo en que se
adicionaron los compuestos. (B) y (D) Resumen de los experimentos realizados en A o en C respectivamente. El
cambio de fluorescencia se midio a los 60 s después de la adicion de CCCP, o 7 s después de la adicion de speract. Las

barras representan la media + ES, n = 3-5; * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001.
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8.10. La despolarizacion de la mitocondria inducida por speract involucra la actividad de la
CPT-1

En diversos sistemas bioldgicos, esta descrito que la entrada de los acidos grasos libres (AGL) de
cadena larga (CL; mayores de 14 dtomos de carbono) (AGL-CL) a la mitocondria desacopla el
organelo, estimula la respiracion y disminuye el AY (Wojtczak y Schonfeld, 1993; Oyanagi et al.,
2011; Samartsev et al., 2011; Jabtrek et al., 2013). Dado que el speract despolariza la mitocondria
de los espermatozoides, preguntamos si esta despolarizacion se debe a la entrada de los AGL-CL
a través del sistema de transporte de las carnitinas. Para este fin, los espermatozoides se trataron
con perhexilina (Rodriguez-Enriquez et al., 2015) o etomoxir (Selby y Sherratt, 1989), dos
inhibidores de la carnitina palmitoiltransferasa I (CPT-I), la cual es considerada como la enzima
limitante en el transporte de los AGL-CL a la mitocondria (Kennedy et al., 1996; McGarry y
Brown, 1997). La Fig. 19A y B muestra que el etomoxir causa una pequefia despolarizacion

mientras que la perhexilina induce una despolarizacion significativa.
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Fig. 19. El speract despolariza la mitocondria principalmente por la actividad de la CPT-I. (A) Registros representativos
del cambio de fluorescencia del AW de los espermatozoides tratados con: dimetilsulféxido (DM, control), 0.5 mM de

etomoxir, 25 uM de perhexilina (Per) o 2 pM de CCCP o (C) 0.5 nM de speract se adicion6 2 min (o 1 hr en el caso
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de etomoxir) después de las mismas concentraciones de los inhibidores. Las flechas indican el tiempo en que se
adicionaron los compuestos. (B) y (D) Resumen de los experimentos realizados en A o en C respectivamente,
evaluando el cambio de fluorescencia a los 7 s después de la adicion. Las barras representan la media £ ES, n=4; * p

<0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

El efecto mencionado puede deberse a que ademas de inhibir a la B-oxidacion a través de la CPT-
I, la perhexilina también actia como un desacoplante, como propusieron Labbe et al., (2008).
Independientemente de la magnitud de la despolarizacion que inducen estos inhibidores, ambos

eliminan (95 y 80%, respectivamente) la respuesta inducida por speract (Fig. 19C y D).

Lo anterior, sugiere que la CPT-I estd involucrada en la despolarizacion de la mitocondria inducida
por speract, y confirma que el espermatozoide de erizo de mar obtiene su energia por la oxidacion
de lipidos enddgenos (Mita y Nakamura, 1998). Por otro lado, los &cidos grasos esterificados a
concentraciones micromolares [> 10 pM] estimulan el consumo de oxigeno e inducen una
despolarizacion transitoria de la mitocondria (Tominaga et al., 2008; Oyanagi et al., 2011), la cual
puede estar relacionada con un efecto desacoplante. Este efecto, podria explicarse por un aumento
en los AGL-CL causado por la fosfolipasa 2 (PLA2) sensible a pH alcalino que se localiza en la
mitocondria del espermatozoide (Mita et al., 1991; Mita y Nakamura, 1998). En resumen, la
despolarizacion de la mitocondria puede deberse a la suma de ambos procesos, es decir, tanto a la
entrada excesiva de los AGL-CL esterificados via CPT-I como a la liberacion de AGL-CL no

esterificados por la PLA2.

8.11. El speract aumenta los niveles de nicotinamida adenina dinucleotido reducido en el
espermatozoide

Los niveles de NADH proporcionan informacion sobre el estado metabdlico en términos de
produccion de energia. Dado que la mitocondria del espermatozoide de erizo de mar puede
incorporar los AGL-CL través del sistema de la CPT para su oxidacion y generar NADH y FADH,
nos preguntamos si la estimulacién de los espermatozoides con speract altera los niveles de NADH.
La Fig. 20 (A y D) muestra que el speract aumenta los niveles de NADH en los espermatozoides.
Como se menciond con anterioridad, el speract disminuye el AY independientemente de la
[Ca?"]ext. De manera similar, el péptido también aumenta los niveles de NADH en ausencia de Ca®*

(Fig. 20A y D). Como la alcalinizacion de los espermatozoides con NH4Cl reproduce la mayoria
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de las respuestas del speract, encontramos que la adicion del NH4Cl también induce un aumento
en los niveles de NADH, ya sea en presencia o en ausencia de Ca®" externo (Fig. 20B y D).
Contrario a la elevacion de los niveles de NADH inducida por speract que se inhibe por una alta
[K ]ext, observamos que el aumento de NADH inducido por NH4Cl no lo es (Fig. 20D). Este
resultado sugiere que es el aumento de pH; el que esta relacionado con el aumento en los niveles
de NADH y no el aumento en la [Ca®'];.

Ademas, evaluamos como la rotenona, la oligomicina y el protonéforo CCCP, alteran los niveles
de NADH en los espermatozoides de erizo de mar. Como se esperaba, la rotenona y la oligomicina
aumentan los niveles de NADH, mientras que el CCCP los disminuye (Fig. 20, C y E). Este
resultado concuerda con lo reportado en los espermatozoides de toro (Ho y Suarez, 2003) y en

cardiomiocitos de raton (Eng et al., 1989).
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Fig. 20. El speract aumenta los niveles de nicotinamida adenina dinucledtido reducido. (A) Registros representativos
del cambio (A) en la autofluorescencia de NADH en los espermatozoides de erizo de mar estimulados con 0.5 nM de

speract, o (B) tratados con 15 mM de NH4Cl, ya sea en presencia (AMA) o en ausencia (AMAOCa) de Ca?" externo,
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o en presencia de 40 mM de KCI (0.5 nM de speract) adicionado un minuto antes del péptido, o (C) expuestos a
dimetilsulfoxido (DM, control), 1 uM de rotenona (Rot), 2 pM de oligomicina (Oli) o 1 uM de CCCP. (D) y (E)
Resumen de los experimentos realizados en A y B o en D, respectivamente, evaluando el cambio de fluorescencia a
los 7 s después de la adicion de speract o de NH4Cl, o 100 s después de la adicion de los inhibidores o del CCCP. Las
flechas indican el tiempo en que se adicionaron los compuestos. Las barras representan la media +£ ES, n = 4-7. *p

<0.05; **p <0.01; ***#p<0.001.

8.12. El speract aumenta los niveles de nicotinamida adenina dinucleétido reducido
mitocondrial debido a la oxidacion de los acidos grasos

Como el speract aumenta los niveles de NADH en el espermatozoide, es posible que este aumento
se deba a la oxidacion de AGL. Para probar esta hipotesis, evaluamos los niveles de NADH de los
espermatozoides expuestos a los inhibidores de la CPT-I, la perhexilina y el etomoxir, y
estimulando con speract o con NH4Cl. La Fig. 21 (A y B) muestra que la perhexilina y el etomoxir
disminuyen los niveles basales d¢ NADH de una manera dependiente de su concentracion.
Ademas, observamos que los dos inhibidores eliminan la respuesta de los espermatozoides tanto a
speract (Fig. 21C-F) como a NH4Cl (recuadro Fig. 21D y F). Esto indica que el aumento en los

niveles de NADH inducido por speract se debe a la oxidacion de los FFA en la mitocondria.

Para saber si un acido graso de cadena corta como el octanoato (que entra a la mitocondria por
difusion simple (Banchio y Gramajo, 1997) sin utilizar el sistema de transporte de la carnitina
(Fritz y Yue, 1963)) afecta los niveles de NADH, incubamos a los espermatozoides previamente
con octanoato. La Fig. 22 muestra que ninguna de las concentraciones (1 — 50 mM) de octanoato
altera el NADH basal o el aumento de NADH inducido por speract. Como se propuso
anteriormente, este resultado sugiere que la CPT-I estd implicada en la respuesta del speract. Sin
embargo, se necesitan mas experimentos para entender como la CPT-I participa en la via de

sefializacion del speract.
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Fig. 21. El aumento de nicotinamida adenina dinucledtido reducido mitocondrial inducido por speract depende de la
actividad de la CPT-I. (A) Registros representativos del cambio en la autofluorescencia de NADH de los
espermatozoides tratados con diferentes concentraciones (0.5 — 25 uM) de perhexilina, o (C) agregando speract 0.5
nM a los 2 min después de las mismas concentraciones de perhexilina, o (E) una hora después de incubar las células a
diferentes concentraciones (0.05 — 0.5 mM) de etomoxir. (B), (D) y (F) Resumen de los experimentos realizados en A,
C o en E respectivamente, evaluando el cambio de la fluorescencia a los 7 s después de las adiciones, indicadas con

las flechas. Los insertos en B, D o en F muestran el resumen de la autofluorescencia de NADH de los espermatozoides
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pre-incubados una hora con etomoxir (B), o tratados con 15 mM de NH4Cl en presencia de perhexilina (D) o de
etomoxir (F). Las barras representan la media + ES, n = 4. *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001
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Fig. 22. El octanoato no altera el aumento de nicotinamida adenina dinucleétido reducido por speract. Los
espermatozoides diluidos (1:10 en AMA1Ca) se incubaron con diferentes concentraciones (1 — 50 mM) de octanoato
a 14 °C durante 3 horas en la oscuridad. Se evaluaron los cambios de autofluorescencia de NADH de los
espermatozoides (como se describid en Materiales y Métodos) expuestos a dimetilsulféxido (DM, control), o a
diferentes concentraciones de octanoato en ausencia (linea negra) o en presencia de speract 0.5 nM (linea gris). Los

valores representan la media + ES, n = 3.

Anteriormente mencionamos que el espermatozoide de erizo de mar obtiene su energia a partir de
la oxidacion de lipidos (Afzelius y Mohri, 1966; Hansbrough et al., 1980; Mita y Ueta, 1990; Mita
y Nakamura, 1998), una via que no involucra a la lactato deshidrogenasa (LDH), como se demostro
previamente en los espermatozoides de erizo de mar del genero Paracentrotus y Arbacia (Baccetti
et al.,, 1975). La LDH cataliza la interconversion de piruvato a lactato con la participacion del
NAD" en ausencia de oxigeno (Nelson y Cox, 2005). Para saber si la LDH participa en el aumento
de NADH inducido por speract, determinamos los niveles de NADH en la ausencia y en presencia
de dos inhibidores de esta enzima, el gosipol y el acido cindmico. La Fig. 23 muestra que ningin
inhibidor afecta significativamente la respuesta de los espermatozoides a speract. Este resultado
confirma que el aumento de NADH inducido por el decapéptido es independiente de la LDH, y

concuerda con que el NADH que observamos proviene de la mitocondria.
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Fig. 23. El speract aumenta la nicotinamida adenina dinucledtido reducido independientemente de la lactato
deshidrogenasa. Las mediciones de autofluorescencia de NADH de los espermatozoides, se realizaron (como se
describié en Materiales y Métodos) preincubando a las células durante 2 min con dimetilsulféxido (DM, control), o
(A) con diferentes concentraciones de gosipol (0.1 — 10 uM), o (B) de acido cinamico (0.1 — 10 mM), en ausencia

(linea negra) o en presencia de speract 0.5 nM (linea gris). Los valores representan la media = ES. n = 3; *p <0.05.
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IX. DISCUSION

La integridad del metabolismo energético mitocondrial depende principalmente del AYW. Este
cambio se puede determinar con indicadores fluorescentes relacionando la intensidad de su
fluorescencia con el gradiente electroquimico de K™ (Schackmann et al., 1984; Di Lisa et al., 1995).
Permeabilizamos selectivamente la membrana plasmatica de los espermatozoides de erizo de mar
con digitonina y confirmamos la viabilidad de los mismos, como lo reportaron Castellano et al.
(1995). En estas condiciones de permeabilizacion celular, el AY de los espermatozoides se
relaciona de manera lineal con el gradiente electroquimico de K* como si se tratara de mitocondrias
aisladas. Como se esperaba, el tratamiento con antimicina o con KCN despolariza la mitocondria
de los espermatozoides, mientras que la oligomicina la hiperpolariza. Este resultado concuerda con
lo reportado en cardiomiocitos permeabilizados (Quarato et al., 2011), e indica que las actividades
de la CTE y de la FoF1-ATPsintasa contribuyen en la regulacion del AY de los espermatozoides

permeabilizados mediante la fosforilacion oxidativa.

La actividad de la CTE esta estrechamente relacionada con el consumo de oxigeno mitocondrial,
por lo cual las variaciones en el consumo de oxigeno podrian deberse a la actividad de la CTE que
consecuentemente afecta el AY. A diferencia del estado 3 de la respiracion que se regula por la
FoFi-ATPsintasa, el estado 4 se caracteriza por un bajo consumo de oxigeno, por los valores altos
tanto en la [ATP] como en el AY (hiperpolarizacion de la mitocondria), y se regula por la fuga de
H" a través de la MMI (Emaus et al., 1986; Hafner et al., 1990). El metabolismo energético
mitocondrial del espermatozoide intacto en estado inmovil de erizo de mar es extremadamente bajo
(estado 4) y aumenta (entre el estado 3 y 4) con la estimulacion de la movilidad (Christen et al.,
1986). El aumento del pH; estimula de las dineinas unidas al axonema, iniciando la movilidad del
espermatozoide, finamente relacionada con el metabolismo energético mitocondrial (Schackmann
et al., 1984; Christen et al., 1986). La estimulacion de los espermatozoides con speract produce un
aumento de pH; que altera el patron de nado y aumenta la respiracion (Repaske y Garbers, 1983;

Guerrero et al., 2010), produciendo posiblemente variaciones en el AY.

Esté establecido que el speract regula la movilidad del espermatozoide de S. purpuratus (Wood et
al., 2005), e induce quimiotaxis en el espermatozoide de L. pictus mediante oscilaciones en la

Ca’']; (Guerrero et al., 2010). Ademads, como ya mencionamos, nuestro grupo encontrd que la
y grup q
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alteracion de la funcién mitocondrial con inhibidores induce una entrada de Ca?" dependiente de

2*; seria el

la [Ca*]ext (Ardén et al., 2009). Estos resultados nos llevaron a pensar que la [Ca
principal regulador de la funcidon mitocondrial. Para comprender mejor la relacion entre la respuesta
de los espermatozoides de erizo de mar a speract y la funcion mitocondrial, examinamos como este
decapéptido afecta el AY. Nuestros resultados indican que el speract despolariza (disminuye el AY)
la mitocondria de los espermatozoides de erizo de mar de S. purpuratus. Para nuestra sorpresa

dicha respuesta es independiente de la [Ca? Jext.

Como mencionamos en la seccion de introduccion y de resultados, en los espermatozoides de erizo
de mar, el speract aumenta el GMPc, el cual abre el canal de K* tetra-KCNG, provocando una
hiperpolarizacién de la membrana plasmatica (Em) (Galindo et al., 2000). Esta hiperpolarizacion,
activa al intercambiador Na*/H" y eleva el pHi independientemente de la [Ca**]ex (Rodriguez y
Darszon, 2003). Por lo anterior, cualquiera de los cambios mencionados (aumentos en el GMPc,
en el pH; o en la hiperpolarizacion de Em), podria ser responsable de la disminucion del AW
inducido por speract. En presencia de una alta [K]ex toda la cascada de sefializacion del speract se
bloquea excepto una elevacion importante de GMPc (Harumi et al., 1992). Dado que la
despolarizacion de la mitocondria inducida por speract se inhibe por la alta [K ]ext, €s probable que
sea el aumento en el pH; y no el de GMPc lo que causa la despolarizacion mitocondrial. Esta
posibilidad se mencion6 hace mucho tiempo (Schackmann et al., 1984), sin embargo, nunca se

realizaron los experimentos correspondientes para demostrarlo.

Corroboramos, como esta reportado (Rodriguez y Darszon, 2003) para los espermatozoides de
erizo de mar, que el aumento de pH; inducido por speract es independiente de la [Ca?*]ex:. De hecho,
observamos que dicho aumento es mayor en ausencia de [Ca*"]ex.. En tal condicion, la entrada de
Na' a través del intercambiador Na"/H" es mayor (Rodriguez y Darszon, 2003), posiblemente
debido a que la hiperpolarizacion de la membrana plasmatica causada por speract es mayor
(Reynaud et al., 1993). Lo anterior podria explicar, al menos en parte, por qué el aumento de pH;
inducido por speract es mayor en ausencia de Ca*>". De hecho, en este trabajo observamos que la
despolarizacion de la mitocondria inducida por speract también es mayor en ausencia de Ca**

externo, lo cual coincide con la hipotesis, que el aumento de pH; causado por speract conduce a la

despolarizacion de la mitocondria. Nuestros resultados confirmaron esta hipdtesis y muestran que
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el aumento artificial del pH; mediante la adicion de NH4Cl (Gonzalez-Martinez y Darszon, 1987),
despolariza la mitocondria de los espermatozoides, incluso en ausencia de Ca?" externo

(AMAOCa).

Al evaluar el ApH; de espermatozoides expuestos a CCCP, contrario a lo reportado (Christen et al.,
1983), observamos que el CCCP induce una aparente acidificacion del espermatozoide. Como
sucede en mitocondrias aisladas de corazon de rata (Kapus et al., 1989; Reers et al., 1989) o en
c¢lulas intactas (Takahashi et al., 2001; Abad et al., 2004), el CCCP acidifica la mitocondria del
espermatozoide. De hecho, observamos que el BCECF-AM también se distribuye dentro de la
mitocondria, y en consecuencia, el CCCP causa una disminucion de la fluorescencia dentro de este
organelo. Tal acidificacion también se observo en los espermatozoides expuestos a rotenona, y se
elimind al colapsar el ApH mitocondrial con 2 uM de CCCP. Estos resultados sugieren que la sefial
de acidificacion del pH; tiene un componente mitocondrial y concuerda con la hipotesis de que el
CCCP y la rotenona reducen el pH mitocondrial. Ademas, la exposicion de los espermatozoides a
oligomicina no alter6 significativamente el pH;, congruente con un reporte previo (Hansbrough y
Garbers, 1981). Al evaluar el ApH; inducido por speract en espermatozoides expuestos a rotenona
u oligomicina, no observamos efectos significativos. Por el contrario, el colapso del ApH
mitocondrial con 2 uM CCCP disminuye el ApH; inducido por speract. El hecho de que el
protondforo CCCP también afecte a la membrana plasméatica ademds de la mitocondrial, sugiere
que es posible que el speract aumente tanto el pH citoplasmatico como el mitocondrial en el

espermatozoide de erizo de mar, posibilidad que requiere estudiarse.

Como ya mencionamos, el aumento de pH; inducido por speract estimula a las dineinas, que estan
finamente acopladas con la sintesis de ATP mitocondrial y con la regulacion de la movilidad del
espermatozoide de erizo de mar (Christen et al., 1983). La fosforilacion oxidativa acopla la
actividad de la CTE que genera el gradiente electroquimico de H" y la FoF;-ATPsintasa
mitocondrial que lo consume para sintetizar el ATP. La estimulacion de la actividad de la FoFi-
ATPsintasa, consume mas AY y consecuentemente la mitocondria se despolariza (Baracca et al.,
2003). De acuerdo con esto, encontramos que la inhibicion de la FoF1-ATPsintasa con oligomicina
hiperpolariza la mitocondria de los espermatozoides, y que en esta misma condicidn, el speract

causa una mayor despolarizacion de la mitocondria. Esto sugiere que aunque la actividad de la
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FoFi-ATPsintasa modula la despolarizacion de la mitocondria inducida por speract, no es el

principal factor que controla esta respuesta, y por tanto existe otro factor implicado.

La entrada de los acidos grasos libres (AGL) de cadena larga (CL; mayores de 14 atomos de
carbono) (AGL-CL) en las mitocondrias aisladas de musculo cardiaco de rata alteran la funcion
mitocondrial; dicha entrada estd mediada por la activacion de la CPT-I, sensible a pH alto, la cual
alimenta a la B-oxidacion (Bezaire et al., 2004; Bonnefont et al., 2004). De acuerdo con lo anterior,
encontramos que la inhibicioén de la CPT-I con etomoxir o perhexilina, elimina la despolarizacion
mitocondrial inducida por speract. Esto concuerda con la idea de que la entrada de los AGL-CL a
la mitocondria a través del sistema de transporte de la carnitina provoca una despolarizacion de
dicho organelo y esta directamente relacionada con el aumento de pH; inducido por speract. Esto
se confirmo al observar que la despolarizacion de la mitocondria inducida por una alcalinizacion

intracelular con NH4Cl, también se elimina por los inhibidores de la CPT-1.

La B-oxidacion de los AGL-CL en la mitocondria produce NADH y FADHb», que alimentan a la
CTE. Encontramos que la estimulacion de los espermatozoides con speract aumenta los niveles de
NADH independientemente de la [Ca®"]ex;, y que esta respuesta se inhibe por una alta [K*]ex.. Una
posibilidad es que el aumento de pH; inducido por speract, sea el responsable de elevar los niveles
de NADH en el espermatozoide. De acuerdo con lo anterior, observamos que el aumento artificial
del pH;i con NH4Cl, elevo los niveles de NADH en el espermatozoide, incluso en ausencia de Ca**

externo (AMAOCa). También confirmamos que la inhibicion de la CTE con rotenona o de la FoF;-

ATPsintasa con oligomicina aumenta los niveles de NADH mientras que el CCCP los disminuye.

Para establecer que el aumento de NADH disparado por el speract esta relacionado con la actividad
de la CPT-I, se probaron dos inhibidores de dicha enzima, la perhexilina y el etomoxir. Nuestros
resultados mostraron que ambos inhibidores (a concentraciones de 25 puM y de 0.5 mM,
respectivamente) previenen el aumento de NADH inducido por speract o por NH4Cl. Es importante
sefialar que la perhexilina también inhibe los canales de Ca?" tipo “L” (ICso = 0.83 pM (Barry et
al., 1985)) presentes funcionalmente en el espermatozoide de erizo de mar (Granados-Gonzalez et
al., 2005). Esto sugiere que la perhexilina puede alterar la homeostasis del Ca®’i en el

espermatozoide el cual es innecesario para la estimulacion de la mitocondria por el speract.
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Ademas, la perhexilina también inhibe a canales de K* tales como HERG (ICso = 1.5 uM (Walker
etal., 1999) yKv1.5 (ICso=1.5 uM (Rampe et al., 1995)); sin embargo, hasta la fecha estos canales
no se han descrito en el espermatozoide de erizo de mar. Considerando lo anterior, no podemos
descartar la posibilidad de que perhexilina también afecte a los canales mencionados en nuestro

modelo.

Puesto que el espermatozoide de erizo de mar carece de la glucolisis (Rothschild, 1948;
Hansbrough et al., 1980; Mita y Nakamura, 1998), obtiene su energia través de la oxidacion de
fosfolipidos endogenos, particularmente de la fosfatidilcolina (PC) que colocaliza en el area
mitocondrial con la fosfolipasa A2 (PLA2) cuya actividad es sensible al pH (Mita et al., 1991). El
aumento de pH; de 6.5 a 7.5 estimula tanto la oxidacion de los &cidos grasos como la actividad de
la PLA2, coincidiendo con el inicio de la movilidad y de la activacion de la respiracion (Mita et
al., 1990). El aumento de pH; inducido por speract también puede activar a la PLA2, y aumentar la
[AGL-CL] induciendo una despolarizacioén parcial de la mitocondria (posiblemente mediante un
efecto desacoplante (Wojtczak y Schonfeld, 1993)). También la estimulacion de la oxidacion de la

PC (Mita y Ueta, 1990) podria aumentar los niveles de NADH.

También se observo que la exposicion secuencial de los espermatozoides de erizo de mar a speract
y luego a NH4Cl, no causo6 ninglin efecto aditivo sobre los niveles de NADH similar a lo reportado
previamente para el consumo de oxigeno (Repaske y Garbers, 1983). Este resultado sugiere que el
mecanismo de accion del speract sobre la estimulacion del metabolismo mitocondrial esta mediado
por el aumento del pH;. Este aumento de pH; estimula a las dineinas del espermatozoide, que
hidrolizan el ATP, disminuyendo su concentraciéon (Christen et al., 1982, 1983, 1986) y
aumentando la del ADP. Podria ser que para satisfacer la demanda energética, el aumento de pH;i
inducido por speract, estimule las actividades de la CPT-I (Bezaire et al., 2004) y de la PLA2 (Mita
et al., 1990, 1991) para alimentar con acidos grasos a la B-oxidacion aumentando el NADH y
restaurando el AW, necesario para la sintesis de ATP, a partir del ADP generado durante la

movilidad del espermatozoide.

Estos resultados concuerdan con la hipdtesis de que el NADH se produce en la mitocondria por la

oxidacion de AGL, sensible al aumento de pH; inducido por speract.
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X. CONCLUSION

Considerando los resultados de este estudio y los reportados previamente (Alvarez et al., 2014;
Darszon et al., 2011; Nishigaki et al., 2014), nuestra hipdtesis de trabajo de la participacion de la
mitocondria en la respuesta de los espermatozoides de S. purpuratus a speract, es la siguiente: la
unidn del speract a su receptor ubicado en el flagelo del espermatozoide aumenta el GMPc, el cual
abre el canal de K tetra-KCNG, induciendo una hiperpolarizacion del Em (Lee y Garbers, 1986;
Galindo et al., 2000). Esta hiperpolarizacion, activa el intercambiador Na'/H", aumentando el pHi
(Lee, 1985) que activa al canal CatSper (sensible a pH;i) y eleva la [Ca*']i (Seifert et al., 2015).
Aunque se reporto que la alteracion de la funcion mitocondrial influencia la [Ca’]i (Ardén et al.,
2009), el presente trabajo muestra que es el aumento de pH; inducido por speract el que coordina
finamente el aumento de NADH y la despolarizaciéon mitocondrial (Fig. 24A). Dicho aumento,
estimula a las enzimas dependientes de pH como la CPT-I (Bezaire et al., 2004), y la PLA2 (Mita
et al., 1990, 1991) para alimentar a la B-oxidacion (Eaton et al., 1996) y estimular la entrada de los
AGL (Jezek et al., 1998) en la mitocondria, respectivamente, aumentando los niveles d¢ NADH
que alimentan a la CTE para regenerar el AY. La entrada de los AGL en la mitocondria podria
explicar el aumento del consumo de oxigeno inducido por speract (Repaske y Garbers, 1983), y la
despolarizacion de la mitocondria. La CTE consume el NADH para regenerar el AY necesario para
que la FoFi-ATPsintasa provea de energia al espermatozoide (Fig. 24B). Corroboramos que el
aumento de pH; de los espermatozoides con NH4Cl, incluso en ausencia de [Ca*']ext 0 en presencia
de una alta [KCl]ex;, reproduce las respuestas del speract en los espermatozoide de erizo de mar.
Los resultados de este trabajo en su conjunto, indican que el aumento de pH; inducido por speract,
influye en el AY y en los niveles de NADH, los cuales junto con el resto de los cambios inducidos
por speract (hiperpolarizacién del Em, aumentos en el GMPc y AMPc, en el Ca** y en el Na*)

orquestan el nado del espermatozoide.
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Fig. 24. Modelo propuesto para la activacion del metabolismo energético mitocondrial inducido por speract. (A)
Registros representativos que comparan los cambios cinéticos de pHi, los niveles de NADH y del AY en el
espermatozoide de erizo de mar estimulado por speract (izquierda), y el analisis estadistico evaluando el “tiempo de

retraso”, a partir de la adicion speract indicada por la flecha, al punto del aumento de pH;, NADH o de AY (derecha).
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Las barras representan la media + ES. n=9-13, *p <0.05. (B) 'La uni6n del speract a su receptor acoplado a la guanilato
ciclasa (GC) en el flagelo del espermatozoide 2aumenta la [GMPc], que abre el canal de K* tetra-KCNG, e induce la
salida de *K* y una “hiperpolarizacién transitoria de la Em (Lee y Garbers, 1986; Galindo et al., 2000). Esta
hiperpolarizacion activa el intercambiador Na"/H" y Saumenta el pH; (Lee, 1985; Nishigaki et al., 2014). El aumento
de pH; estimula: a la AC soluble (ACs) **aumentando la [AMPc] (Vacquier et al., 2014), ®a la dineina (Christen et al.,
1983), %ca la CPT-I (Bezaire et al., 2004), %a la PLA2 (Mita et al., 1991, 1990) y al canal de Ca>" CatSper (Seifert et
al., 2015). E1 AMPc abre el canal de Na* SpHCN e induce una entrada de 7*Na* y una despolarizacion de la membrana
plasmatica. Esta despolarizacion activa el canal CatSper e induce oscilaciones de #Ca?". El aumento de pH; estimula
la actividad de la CPT-I y aumenta la concentracion de los ésteres de carnitina que entran en la mitocondria a través
del sistema de la carnitina. La re-esterificacion de la acil-carnitina en acil-CoA dentro de la mitocondria (a través de
CPT-II) alimenta a la B-oxidacion. La "*B-oxidacion y/o el 3¢ciclo de Krebs ®aumentan los niveles de NADH que
transfieren sus electrones a la CTE y que junto con la PLA2 y con el ADP !2estimulan el consumo de oxigeno. La CTE
consume el NADH para Bregenerar el A utilizado por la '“FoF;-ATPsintasa para la sintesis de ATP. El cual Salimenta
a la fosfocreatina, que a su vez transfiere el ATP a las dineinas. Finalmente, las ®dineinas hidrolizan el ATP de manera
concertada con las #oscilaciones de [Ca?']; para regular el nado del espermatozoide ("movilidad y #Pquimiotaxis).

MMI: membrana mitocondrial interna; MMO: membrana mitocondrial externa; EIM; espacio intermembranal.

XI. PERSPECTIVAS
1. Examinar los niveles de ATP y ADP en la escala temporal de la respuesta de los espermatozoides
a speract, mediante el indicador fluorescente “Magnesium Green” que detecta el complejo ATP-

Mg?* 0 con ensayos enzimdticos como el de la luciferasa que puede identificar ya sea el ATP o el

ADP.

2. Evaluar la participacion de la mitocondria en la quimiotaxis de los espermatozoides hacia el

speract, registrando dicho evento en presencia de inhibidores mitocondriales.
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Sea urchin sperm have only ene mitochondrion, that in addition to being the main source of energy, may
modulate intracellular Ca** concentration ([Ca®*];) to regulate their motility and possibly the acrosome
reaction. Speract is a decapeptide from the outer jelly layer of the Strongylecentrotus purpuratus egg that upon
binding to its receptor in the sperm, stimulates sperm maotility, respiration and ion fluxes, among other physio-
logical events. Altering the sea urchin sperm mitochondrial function with specific inhibitors of this organelle,
increases [Ca?*|; in an external Ca®* concentration (|Ca®* |, )-dependent manner (Ardén, et al., 2009, BBActa

F:mﬁ'm oH 1787: 15), suggesting that the mitochondrion is involved in sperm |Ca**); homeostasis. To further understand
Mitochondrial membrane potential the interrelationship between the mitochondrion and the speract responses, we measured mitochondrial
NADH membrane potential (AW) and NADH levels. We found that the stimulation of sperm with speract depolarizes
Carnitine palmitoyl transferase-1 the mitochondrion and increases the levels of NADH. Surprisingly, these responses are independent of external
Speract €Ca®* and are due to the increase in intracellular pH (pH;) induced by speract. Our findings indicate that speract,
Sperm by regulating pH,, in addition to [Ca®*|;, may finely modulate mitochondrial metabolism to control motility and

ensure that sperm reach the egg and fertilize it

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Mitochondria are multifunctional organelles deeply involved in cell
metabolism [1]. They possess an outer and an inner membrane (IMM)
harbouring, amongst many components, complexes -1V of the electron
transport chain (ETC) and the FoF,-ATPsynthase [2]. The hydrogen
donors NADH and FADH2 transfer their electrons to complex [ and 11
of the ETC respectively [3]. The output of protons (H*) through
complexes I, Il and IV at the IMM generates an electrochemical proton
gradient comprising the mitochondrial pH gradient (ApHp. a pH
gradient across the IMM |4]) and the mitochondrial membrane poten-
tial (AW) [4.5].

Abbreviations: ASW, artificial sea water; BCECF-AM, 2.7 -bis-(2-carboxyethyl}-5-{and-
6)-car @i, 3k |C2* ), intraceflular Ca** concentration; CCCP,
carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone; CPT-1, carnitine palmitoyl transferase-1;
DC3ASW, is ASW lacking CaCl, confaining 30 pM EGTA yielding a final extracellular Ca**
concentration ([Ca® " |) of 110 nM: ApH,, intracellular pH change: A%, mitochondrial

patential; Em, potential; ETC, electron transport chain; FFA, free
fatty acids; IMM, inner mitochondrial membrane; [K™ .y, extracellular K™ concentration;
Rhod-123, Rhodamine 123,

* Corresponding authors at: Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma
de México. Apdo. Postal 510-3, Av. Universidad # 2001. Cuernavaca, Moreles, México, (P
62210.

E-mail addresses: darszon@ibrunam.max (A Darszon). beltran@ibrunam.mx
(C_ Beltrdn).

http:/fdx.doi.org/1 0.1016/ bbabio 2016.01.003
0005-2728/® 2016 Elsevier BV. All rights reserved.

Ca** entry into mitochondria depends on AW [6,7] and alters the
activity of the Ca® *-sensitive intramitochondrial dehydrogenases and
the FoF;-ATPsynthase [8,9]. Ca®>* fluxes from this organelle, together
with those in the endoplasmic reticulum, contribute to the spread and
synchronization of Ca®* signals throughout the cytoplasm in many
cell types [10-12]. In sperm, which lack endoplasmic reticulum, the
intracellular Ca®* signals modulate motility, chemotaxis and acrosome
reaction, all essential events required for homologous egg fertilization
[13].

The single mitochondrion of sea urchin sperm, located at the base
of the head, is important for motility | 14], and possibly for Ca*+ homeo-
stasis and the acrosome reaction [15]. [t is known that sea urchin sperm
obtain their energy for swimming from the oxidation of endogenous
phospholipids [14,16]. Long-chain fatty acids (LCFA) generated by the
hydrolysis of triglycerides are incorporated from the cytosol into the
mitochondrial matrix through the carnitine palmitoyltransferase (CPT)
shuttle system which consists of CPT-l, acylcarnitine translocase
(IMM), and CPT-II (reforms the acyl-CoA moiety in the mitochondrial
matrix). The pH-sensitive CPT-1 which spans the outer mitochondrial
membrane and catalyzes the transfer of long-chain fatty acyl groups,
from free coenzyme A (CoASH) to carnitine, is considered the rate-
limiting step in the transfer of LCFA into the mitochondria [17-20].
The re-esterified acyl-CoA in the mitochondria (by CPT-II), undergo
fatty acid [3-oxidation [21] that produces NADH and FADH2 yield their
electrons to the ETC that provides the AY¥ required for the synthesis of
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ATP |22]. The pH-sensitive dynein-ATPases at the axoneme (the
flagellar motor apparatus), the main ATP-consumers [23], are finely
coupled to mitochondrial respiration and pH; [23,24].

Sperm activating peptides [SAPs) modulate motility in a species-
specific manner. Speract was the first SAP isolated from the egg jelly
of Strongylocentrotus purpuratus |25,26]. Speract binding toits receptor,
which is coupled to a guanylyl cyclase (GC) in the sperm flagellum [27],
stimulates enzyme activity, increasing the levels of cGMP. The cGMP
increase activates the tetra-KCNG K* channel, inducing a transient
membrane potential {Em) hyperpolarization |28 29]. This hyperpolari-
zation activates, among others, the Na*/H™ exchanger and, indirectly,
adenylyl cyclase (AC) activity, leading to increases in pH; and cAMP,
respectively [30-32|. The pH; increase and subsequent Em depolariza-
tion elevate [Ca®*); by activating pH-sensitive Ca®* channels [33,34],
the main candidate being CatSper, a sperm-specific, mildly voltage and
pH, dependent Ca®* channel [35,36]. High extracellular KCI (40 mM)
inhibits this speract-activated signaling cascade, except the cGMP
increase [37].

Our group reported that mitochondrial inhibitors cause a [Ca®*;
increase in sea urchin sperm that depends on external Ca®>* [15]. As
speract induces [Ca®*); oscillations [38,39), it could alter mitochondrial
function and this contributes to modulate sperm swimming. To better
understand how the mitochondrion impinges on the sperm responses
to speract, we examined if this decapeptide affects AV, using
Rhodamine-123 (Rhod-123) and NADH levels by recording its autoflu-
orescence. Our results indicate that speract induces a mitochondrial
depolarization (AW decrease) and increases the levels of NADH.

From our previous findings we expected that the speract-induced
decrease in AW and the increase in NADH levels would depend on the
|Ca®*}; changes triggered by speract, but to our surprise we discovered
that they were independent of [Ca® * |ex.. Since speract induces a pH;
increase that precedes the [Ca®*|; elevation [36,40], we explored if an
artificial intracellular alkalinization would mimic the effects of speract
on the AW and NADH levels. Indeed, we observed that even at nM
|Ca®*),,, adding 10 mM NH,Cl to S. purpuratus sperm caused a
decrease in A¥ and an increase in the NADH levels. Notably, we also
document that exposure of the cells to perhexiline or etomoxir, two
inhibitors of CPT-I, partially prevents mitochondrial depolarization
and the speract-induced increases in NADH levels.

Taken together, our results suggest that speract, by elevating pH;
increases mitochondrial lipid oxidation and NADH. This increases respi-
ration, ATP production and diminishes AW, allowing sperm to regulate
their swimming mode in their search for the egg.

2. Experimental procedures
2.1. Materials

Ammonium chloride (NH4Cl), carbonyl cyanide m-chlorophenyl-
hydrazone (CCCP), cinnamic acid, digitonin, etomoxir, gossypol,
nigericin, oligomycin, perhexiline, rotenone, sodium octanoate,
valinomycin and the rest of the salts were from Sigma. Rhodamine-
123 (Rhod-123) and 2,7,-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluo-
rescein, acetoxymethylester (BCECF-AM), were purchased from Life
Technologies. Except for KCl, NH4Cl and etomoxir, the reagents were
dissolved in anhydrous dimethylsulfoxide {DM), which in our experi-
mental conditions reached a maximum final concentration of 0.125%
vfv. All stock solutions were stored at — 20 °C until use. Artificial seawa-
ter (ASW) contains (in mM): 485 NaCl, 10 KCl, 10 CaCl,, 26 MgCly, 30
MgS0,, 2.5 NaHCOs, 10 Hepes, 0.1 EDTA, pH 7.8. The 1CaASW is ASW
pH 7.0, containing 1 mM CaCl, and 0CaASW is ASW, pH 7.8 lacking
CaCl, supplemented with 30 uM EGTA, yielding a final [Ca®* o of
110 nM (estimated using the software package WinMaxC 2.4 (Stanford
University, Chris Patton http://www.stanford.edu/~cpatton/downloads.
htm)). In all cases the osmolarity was 950-1000 mOsm. S. purpuratus
sea urchins were obtained from Pamanes S.A. de CV. (Ensenada, Baja

California, Mexico). Sperm were collected by intracoelomic injection
of the sea urchins with 0.5 M KCl, collected and kept on ice as dry
sperm until used (within one day).

22, Distribution of Rhod-123 in intact sperm

Diluted sperm (1:10 in 1CaASW) were incubated with different
concentrations (5, 10 and 20 puM) of the A¥ fluorescent indicator
Rhod-123 at 14 *C during 3 h in the dark (similar results were obtained
by incubating 30 min). The Rhod-123 distribution in the whole cell was
recorded by confocal microscopy (confocal microscope Zeiss, LSM510).

2.3. Fuorometric determinations of AW, pH;and NADH in sperm populations

Sperm population fluorescence measurements were done according
to Rodriguez & Darszon [41] (2003). Briefly, diluted sperm (1:10 in
0.25 ml 1CaASW) were incubated at 14 °C during 2-3 h in the dark in
the presence of 10 uM Rhod-123 (for A¥; Aoy 497 and Ao 523 nm
[42]) or 0.5 M BCECF-AM (for pH;; N, dual 438 and 500; A, 550 nm
|40]). The dye remaining in the media was eliminated from the super-
natant by centrifugation (1000 g/5 min at 4 °C) and the sedimented
spermatozoa were resuspended in the original volume of 1CaASW
(except when cells were incubated in the absence of fluorophore,
which were diluted 1/3) and kept on ice in the dark until used.

Rhodamine 123 (Rhod 123), a cationic fluorescent dye with a bright
emission at 523 nm, is quenched as the dye accumulates within mito-
chondria according to the negative membrane potential across the
IMM. Loss of potential will result in loss of dye from the mitochondria
into the cytosol, the dye de-quenches with an overall cellular fluores-
cence increase, while the dye concentration inside mitochondria
decreases indicating a mitochondrial depolarization |43 44).

In this work we use the intrinsic fluorescence of reduced pyridine
nucleotides as an indicator of the mitochondrial metabolism. Since the
spectroscopic properties of NADH and NAD(P)H are very similar [45],
when we record the sperm autofluorescence (A, 350; M., 460 nm)
we collect fluorescence from both nucleotides. However, since in sea
urchin sperm there is no glycolysis [ 14,46,47] and its energetic metabo-
lism is oxidative | 14], the fluorescence signal corresponds mainly to
NADH.

Lactate dehydrogenase (LDH) is a cytosolic enzyme that catalyzes
the interconversion of pyruvate and lactate with concomitant intercon-
version of nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) and NAD™, when
oxygen is absent or in short supply |48]. Sea urchin sperm depend on
mitochondrial lipid metabolism for energy production [16,49], a path-
way which does not involve LDH. Indeed, in Paracentrotus and Arbacia,
it has been demonstrated that this is so [50]. In order to show that the
NADH increases triggered by speract in S. purpuratus sperm are coming
from the mitochondria, we determined the levels of NADH induced by
speract in the absence and presence of two LDH inhibitors, cinnamic
acid and gossypol. For this we pre-incubated sperm with different con-
centrations (0.1, 1.0 and 10 uM of gossypol or 0.1, 1.0 and 10 mM of
cinnamic acid) of these LDH inhibitors. Supplementary Fig. 1 shows
that neither of the two inhibitors did significantly affect the sperm
response to speract, confirming that the NADH increase triggered by
this decapeptide comes mainly from the sperm mitochondrion.

NADH determinations were performed measuring autofluores-
cence—Aey 350; Aem 460 nm—[43] in non-labeled spermatozoa
obtained as above. In all assays a 10 ul aliquot of the sperm was added
to a round cuvette containing 800 pl ASW or 0CaASW at 14 °C under
constant stirring in a SLM 8000 Aminco spectrofluorometer. After
recording 10 s, different concentrations of speract, NH,Cl, or inhibitors
were added for AW, pH; or NADH measurements. Fluorescence data
(F) were normalized by the average fluorescence value before the
addition of agonists or inhibitors (Fp) and are expressed as F/Fy — 1.
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2.4 Statistics

Fluorescence records were acquired with 4.2 Global Works OLIS
software and processed with Microsoft Excel, R software v. 3.1.0 [51]
and Origin 6.0. The values given in the bar plots are the mean + s.e.m.
We use the Boltzmann equation to adjust the data in Fig. 2B (Origin
6.0). For statistical evaluations we used the Student’s t-test or one-
way ANOVA complemented with Tukey's test. Differences were consid-
ered statistically significant when p < 0.05.

3. Results
3.1. Speract depolarizes the sperm mitochondrion

To further understand how the mitochondrion may modulate
speract responses, we decided to measure the AW in sperm populations.
First, we determined the Rhod-123 concentration that preferentially
labels the sperm mitochondrion by exposing cells to 5-20 uM of the
fluorophore. Our results show that 5 and 10 pM Rhod-123 mainly labels
sperm mitochondria, while higher concentrations of this dye, such as
20 pM, also distribute to the cytoplasm and the acrosome of some
cells (Fig. 1A). As expected, the protonophore CCCP (mitochondrial
uncoupler) increased the fluorescence of sperm labelled with 5 and
10 uM Rhod-123, indicating a mitochondrion AW decrease, or mito-
chondrial depolarization (Fig. 1B).
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Given that CCCP affects ApH; and AW, we wanted to corroborate that
in sea urchin sperm Rhod-123, is detecting AW. To this end we tested
valinomycin, a K ionophore that dissipates A¥ |52] and nigericin (a
H* /K™ ionophore exchanger) that collapses the ApH; and only mildly
increases AW [53,54]. Fig. 1C shows that, as anticipated, valinomycin
depolarized mitochondria, while nigericin caused a very small change
in AV it (Fig. 1C), indicating that Rhod-123 is indeed measuring AW in
our system.

Based on the above, we selected 10 uM of Rhod-123 to evaluate the
AW in sea urchin sperm, which is within the range of concentrations
used in several other systems [43,55-58]. Although it was reported
that the binding of speract to its receptor activates sperm respiration
and motility without altering AW, it is important to note that these
results were obtained after prolonged sperm incubations (>3 h)
[59-61]. It is now known that the speract-induced sperm pH;, [Ca®*;
and [Na™|; changes (among others) occur within seconds [13,41,62].
Considering this, we wondered whether speract causes fast changes in
AW in 5. purpuratus sperm populations. Fig. 2 (A and B) illustrates that
speract concentrations =25 pM decrease AY (mitochondrial depolari-
zation) in seconds and that this depolarization is blocked by increasing
extracellular K+ concentration ([K*],,.) from 10 ( normal concentration
in ASW) to 40 mM. When the tetra-KCNG K™ channel opens, there is an
efflux of K leading to the initial hyperpolarization triggered by speract.
Raising [K' e inhibits the hyperpolarization and all the speract
signalling cascade, with the exception of the cGMP elevation [37].
Since there is not a specific inhibitor for the Tetra-KCNG channel, we
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Fig. 1. CCCP decreases sperm AW, Sperm (diluted 1:1000 in ASW) were labelled with different concentrations (5, 10 and 20 pM] of Rhod-123, as described in the Methods. Left panels show
the Rhod-123 fluorescence distribution in sperm by confocal microscopy, and the right ones, the overlay with the corresponding phase contrast images observed with a 100x objective.
(B} Representative records of fluorescence changes (AV) of sperm loaded with 5 or 10 M Rhod-123, and treated (arrow) with 1 uM CCCP or (C) sperm loaded with 10 pM Rhod-123, and
treated {arrow) with 5 M valinomycin or 2 pM nigericin, The insets show pooled data of the fluorescence change measured 30 s after the addition of CCCP [ B), dimethylsulfoxide (DM) as
dissolvent control, valinomycin (V) or nigericin (N) (C). Representative images (A) and records (B, C) from 3 independent experiments. From here on, fluorescence data (F) were
normalized by the average fluorescence value before the addition of agonists or inhibitors (Fo) and are expressed as FfFo — 1. Bars represent the mean + sem "p< 005 ""p < 0.01.
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Fig. 2. Speract depolarizes sperm mitochondria. (A) Representative records of AW from sperm stimulated by different speract concentrations (0.025-1 nM) in the absence or presence of
40 mM KO (0.5 nM speract. grey trace). added 1 min before the peptide. The arrow indicates the speract addition. (B} Summary of experiments performed as in A. The line is the fit of the
data to the Boltzmann equation {see Methods). Fluorescence change was measured 7 s after speract addition, the time at which [Ca®™|; usually reaches its peak. The number of

experiments is on top of the error bars. *p < 0.05; **p < 0.01; **"p< 0.001.

use this strategy as a control of the specificity of the sperm responses to
speract.

3.2. The speract-induced mitochondrial depolarization is independent of
external Ca®*

Since speract causes [Ca®* | increases dependent on [Ca® T |,y insea
urchin sperm [39,63,64], it was expected it would influence mitochon-
dria, a matter of consequence to Ca** cell homeostasis, Considering
this, we examined whether the speract-induced sperm mitochondrial
depolarization was dependent on [Ca®*,,,. Unexpectedly, we found
that this peptide was able to decrease AW when artificial seawater
(ASW) contained only 110 nM Ca** (0CaASW; Fig. 3), a condition
that eliminates [Ca®*); increases |64]. Moreover, the depolarization
was larger in 0CaASW than in ASW (Fig. 3B) (see discussion). Controls
in high [K* o show the expected response dependence on the initial
Em hyperpolarization triggered by speract.

3.3. An artificial pH; increase depolarizes the sperm mitochondrion

Speract was able to decrease AW in 0CaASW, a condition in which
it elevates pH; |41,64]. Therefore, the mitochondrial depolarization
induced by this decapeptide could be due to the pH; increase. It is
known that as speract, an NH4Cl addition elevates pH;, increases
[Ca®*}; and activates respiration and motility in S. purpuratus sperm
[23,34,59,60|. Notably, the activation of respiration and motility have
been shown to occur independently of [Ca® ], [23.59,61). As controls,
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we corroborated that speract increases pH; independently of external
Ca*, that this response is inhibited by high [K*|.,, and that, as antici-
pated, adding NH,4Cl alkalinizes pH; even in the presence of high [K™ |ex.
(Fig. 4A and B). In fact, the pH; increase triggered by speract is greater in
0CaASW.

In agreement with our expectation, we found that NH,Cl additions
induce a AW decrease either in the presence (Fig. 5A and B) or absence
of [Ca®* |ex,. (Fig. 5C and D). In contrast to the speract-induced A¥
decrease, which is inhibited by high [K*],,, . the NH,Cl triggered depo-
larization was not (Fig. 5A inset). These findings, taken together, suggest
that it is the increase in pH, and not the increase in [Ca®*|; or in cGMP,
that is mainly related to the sperm mitochondrial depolarization.

Considering that the speract-induced mitochondrial depolarization
is related to the pH; increase, we also examined how compounds that
alter mitochondrial function affect this response. The protonophore
CCCP and rotenone (inhibitor of complex | of the ETC) caused an appar-
ent pH; acidification in sperm (Fig. 6A and B). When mitochondrial ApH
was eliminated with 2 uM CCCP, the apparent pH; decrease induced by
rotenone was eliminated (Fig. 6B). These findings suggest that in
S. purpuratus sperm, BCECF is also distributing into the mitochondrion
and that the pH changes this organelle undergoes, contribute to the
fluorescence changes observed in cell populations.

As expected, oligomycin (a specific inhibitor of the FoF,-ATPsynthase)
did not alter sperm pH; (Fig. 6A and B). Pretreatment of sperm with
rotenone or oligomycin did not significantly alter the pH; response
induced by speract (Fig. 6C and D); notably, 2 uM CCCP did partially
inhibit this response (Fig. 6C and D). This later observation could

ve,
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Fig. 3. Speract depolarizes mitochandria of sperm independently of external Ca>*. (A) Rep

records of AW from sperm stimulated by 0.5 nM speract in the presence (ASW) or

absence (DCaASW) of external Ca* 7. High KO (40 mM ) was used as a control for the speract response specificity in ASW, where the arrow indicates the speract addition. (B) Bars represent
the summary of experiments performed as in A, evaluating the change in fluorescence 7 s after the addition of speract. Values represent the mean + sem. n = 4-6; "p <0.05.
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Fig. 4. Speract increases pH; in sperm independently of external Ca*". (A) Representative traces of pH; changes (ApH;) in sperm stimulated by 15 mM NH,Cl or by 0.5 nM speract in
the presence (ASW) or absence (0CaASW) of external Ca**, or pre-treated with 40 mM KO, where the arrow indicates the additions. (B) Summary of experiments performed as in
A, evaluating the pH, changes 7 s after additions. Bars represent the mean + sem n = 4-5; *p < 0.05; ****p < 0.001.

suggest that speract may also increase the mitochondrial pH. In addi-
tion, this finding indicates that the effects caused by rotenone or
oligomycin are not related to the speract-induced pH; response but to
their mitochondrial targets.

In order to know if the acidification of the sperm caused by CCCP or
rotenone depends on the ATP hydrolysis, we pre-incubated the cells
during 3 min with 2 puM oligomycin and then exposed them either to
CCCP (2 uM) or rotenone (2 pM). Supplementary Fig. 2 shows that
both compounds addify pH; independently of the FoF;-ATPase activity.

CCCP, as others protonophores, shuttles H™ from the intermem-
brane space back into the mitochondrial matrix. This deviates protons

from the FoF,-ATPsynthase, depolarizes mitochondria, which increases
the respiration rate, collapses the H* gradient across the IMM and
thereby uncouples electron transport from ATP synthesis (Reviewed
in [43]). Rotenone, which inhibits complex I of the ETC, prevents
the utilization of NADH as a substrate and as CCCP, depolarizes the
mitochondria reversing the activity of the FoF,-ATPsynthase to FoF;-
ATPase thereby, increasing the mitochondrial H* concentration
(i.e., acidifying the pH;) [65]. Supplementary Fig. 2 shows that CCCP
and rotenone also acidify pH; of sperm permeabilized with 100 uM
digitonin, a concentration that maintains mitochondrial functionality
in the sperm head (our not shown results; [66]). These results confirm,
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Fig. 5. Artificially increasing sperm pH; by addition of NH,Cl depolarizes the sperm mitochondrion even in the absence of external Ca**. Representative traces of A in sperm treated
with different concentrations {5-20 mM}) of NH,Cl in ASW (A), or with 10 mM NH.Cl in the presence (ASW) or absence [0CaASW) of external Ca*™* (C). (A) The inset shows the
response to 10 mM NH (1 of sperm pre-exposed to 40 mM KCl + 0.5 nM speract. Control corresponds to the addition ASW as vehicle. Arrows indicate the addition of NH,Cl or
vehicle. (B) and (D) Summary of experiments performed as in A (ASW) or C (0CaASW) respectively. assessing the fluorescence change 7 s after the addition. Bars represent the

mean + sem. n = 3-6; ***p < 0.001.
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as proposed, that the pH indicator BCECF-AM can enter the sperm
mitochondrion and record a pH acidification upon addition of CCCP or
rotenone, which is independent of ATP hydrolysis by the FoF,-ATPase.

3.4. The speract-induced mitochondrial depolarization is partially dependent
on FoF-ATPsynthase activity

The activation of sperm respiration and motility are also correlated
with mitochondrial ATP synthesis [23]. As the mitochondrial ATPase
synthesizes ATP, it partially depolarizes mitochondria [67]. To
determine whether mitochondrial depolarization induced by speract
depends on FoF,-ATPsynthase activity, sperm were exposed to
oligomycin. Fig. 7A and C show that oligomycin hyperpolarizes the sea
urchin sperm mitochondria and that the speract-induced depolarization
is greater in sperm pre-exposed to oligomycin (Fig. 7B and C). This
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or CCCP additi or 7 s after the addition of speract. Bars represent the mean 4 s.em.

observation indicates that FoF,-ATPsynthase influences the speract-
induced mitochondrial depolarization, but that other components of

the speract-triggered signalling cascade play a more important role in
this event.

3.5. The speract-induced mitochondrial depolarization involves CPT-1
activity

In other biological systems, the entry of free fatty acids (FFA) into the
mitochondrion uncouples the organelle, stimulates respiration, and
decreases its AW |68). Given that speract depolarizes the mitochondrion
of sperm, we wondered if the depolarization could be due to the
entrance of acyl-CoAs through the CPT shuttle. To explore this possibil-
ity sperm were treated with perhexiline [69] or etomoxir [70], two
inhibitors of CPT-, the enzyme considered the rate-limiting step in the
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[ ization induced by speract is partially dependent on FoF, -ATPsynthase activity. Representative records of A% from sperm treated with: dimethyisulfoxide

(DM) as control, 2 pM oligomycin (O1i) (A). or (B) with 0.5 nM speract added 2 min after treatment, where the arrows indicate the additions. (C) Summary of experiments performed as in

A and B. The fluorescence change was d 60 s after the oli in additi

or 7 s after the addition of speract. Bars represent the mean + s.em. n= 3-5; "p<005; ""p < 0.001.
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transfer of LCFA into the mitochondria [17-20]. Etomoxir by itself
caused an apparent small mitochondrial depolarization and perhexiline
a more significant one (Fig. 8A and B). Possibly perhexiline besides
inhibiting the [-oxidation through CPT-I also acts as an uncoupler
|71]. Independently of the different apparent depolarization induced
by these inhibitors, they both almost eliminated (95 and 80% respec-
tively) the speract AW response (Fig. 8C and D).

Similar results were obtained in spermatozoa by artificially
alkalinizing pH; with NH,Cl (data not shown). These results suggest
that CPT-1 is involved in the mitochondrion depolarization induced by
speract, confirming that sea urchin sperm get their energy from the
oxidation of endogenous lipids [14]. Micromolar concentrations
|= 10 uM] of esterified fatty acids increase oxygen uptake, inducing a
slight transient mitochondrial depolarization [72,73], which might
be related to an uncoupling effect. This uncoupling effect might also
be explained by the increase in FFA concentration caused by the mito-
chondrial pH-sensitive PLA2 in S. purpuratus sperm [14]. In summary,
the mitochondrial depolarization might be due to the sum of both, the
excessive input of esterified via CPT-l and to the release of non-
esterified FFA by PLA2.

3.6. Speract increases the NADH levels in sperm

The levels of NADH provide information about the cell metabolic
state. Given that sea urchin sperm mitochondria can incorporate LCFA
through the CPT shuttle for its oxidation (via P-oxidation), to generate
NADH and FADH2, we explored if speract alters NADH levels in sperm
populations. Fig. 9A and D show that speract increases NADH levels in
sperm. As mentioned above, speract diminishes AY (this work) inde-
pendently of [Ca® ¥ ... Similarly, speract also increases NADH levels in
the absence of [Ca® ey, (Fig. 9A and D). Accordingly and consistent
with our expectation, we found that NH,Cl additions also induce an in-
crease in NADH levels either in the presence or absence of [Ca® ™ o
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(Fig. 9B and D). In contrast to the speract-induced elevation of NADH,
which is inhibited by 40 mM KCl, the NH,Cl-triggered NADH increase
was not (Fig. 9D). These findings all together suggest that it is the
increase in pH, that is mainly related to the elevation of the NADH levels
and not the increase in [Ca®* |

In addition, we examined how the mitochondrial inhibitors
rotenone, oligomycin, and the protonophore CCCP, alter the levels of
NADH in sea urchin sperm. As anticipated, rotenone and oligomycin
increased NADH levels, while CCCP diminished them (Fig. 9C and E).
This is in accord with previous reports in bull sperm [74] and in
cardiomyocytes [75].

3.7. Speract increases mitochondrial NADH levels oxidizing fatty acids

As speract elevates the levels of NADH in sea urchin sperm, it is
possible that the increase is due to the oxidation of FFA. To test this
hypothesis, sperm were exposed to the inhibitors of CPT-, perhexiline
and etomoxir, and then stimulated with speract or NH4Cl to measure
NADH levels. Fig. 10A and B show that perhexiline and etomoxir
lower the basal levels of NADH in sperm, in a dose-dependent
manner. Furthermore, the two inhibitors eliminated the response
of spermatozoa to both speract (Fig. 10C-F) and NH,Cl (inset
Fig. 10D and F). These findings indicate that speract increases the levels
of NADH due to the alkalinisation dependent stimulation of FFA
oxidation.

We also observed that exposing the cells sequentially to speract and
then to NH,Cl (not shown), did not cause an additive effect on the levels
of NADH. This, together with the fact that treatment of sperm with
NH,Clincreases pH; (Fig 4) and NADH levels (Fig. 9 B, D) and that a sim-
ilar response was obtained when measuring oxygen consumption [60],
suggests that the main action of speract on the mitochondrial
metabolism is through the increase in pH;.
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Fig. 8. The mitochondrial depolarization induced by speract is mainly dependent on the CPT-1 activity. (A) Representative records of AW from sperm treated with: dimethylsulfoxide (DM,

control), 0.5 mM ir, 25 M

(Per). 2 pM CCCP or {C) pre-incubating the cells during 2 min (or 1 hin the case of etomaoxir) with the same concentrations of inhibitors and

then adding 0.5 nM speract. Arrows indicate the additions {B) and (D) Summary of experiments as in [A) or (C) respectively, assessing the fluorescence change 7 s after the addition. Bars

represent the mean + s.em. n = 4; *p<0.05 *p < 001, *™p < 0.001.
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Fig. 9. Speract increases levels of NADH. (A) Representative traces of the change in the NADH autofluorescence in sperm stimulated with 0.5 nM speract, or (B) treated with 15 mM NH,Q,
either in the presence (ASW) or absence (0CaASW) of external Ca**, or in the presence of 40 mM KCl (0.5 nM speract), added 1 min before the peptide, or (C) exposed to
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ein (O1i) or 0.1 pM CCCP. (D) and (E) Summary of experiments as in A and B or C respectively, assessing the

fluorescence change 7 s after the addition of speract or NH.CL or 100 s after the inhibitors or CCCP additions. Arrows indicate the additions. Bars represent the mean + sem. n = 4-7.

*p<D.05, **p <001, "™ *p < 0.001.
4. Discussion

It has been established that speract regulates S. purpuratus sperm
swimming | 76] and induces chemotaxis in Lytechinus pictus sperm by
triggering [Ca®*|; changes [38,77]. In addition, our group found that
mitochondrial inhibitors induced Ca** uptake dependent on [Ca®* ...
[15]. These findings lead us to suspect that [Ca®*); would be the main
link between the mitochondrion and sperm swimming regulation by
speract. To better understand the relationship between the speract
response and the mitochondrion in sea urchin sperm, we examined
how this decapeptide affects the mitochondrial membrane potential
(AW). We found that speract is able to depolarize the S. purpuratus
sperm mitochondrion (AW decrease) (Fig. 2). The speract-triggered
pH; increase mediates the S. purpuratus stimulation of sperm respiration
mainly by H* efflux [60}. In agreement with this we observed that the
depolarization induced by speract was additive to and became larger
when sperm were treated with partially uncoupling concentrations of
CCCP (=<0.1 uM; not shown). To our surprise, this response is indepen-
dent of [Ca® oy (Fig. 3).

In 8. purpuratus sea urchin sperm, speract is able to inaease cGMP,
opening the tetra-KCNG K channel that hyperpolarizes Em |28] and
activates the Na*/H™ exchanger that elevates pH; independently of
the presence of [Ca®* |, [3641]. Therefore, any of these changes
could be responsible for the speract-induced decrease in AW, In the
presence of high [K™ | all steps in the speract signalling cascade are
blocked, with the exception of a large elevation in cGMP [37] (see
Experimental procedures section). Since the speract-induced mitochon-
drion depolarization is inhibited by high [K*],,, (Fig. 2), it is likely that
the pH; increase, and not the cGMP elevation induced by this
decapeptide, causes the mitochondrial depolarization. This possibility
was mentioned early on by Schackmann et al., [61], but was not
demonstrated.

We determined that in sea urchin sperm, the increase in pH; induced
by speract is independent of [ Ca>* | and that it is even higher in its
absence (Fig. 4). In such a condition, Na* uptake through the Na*/H*+
exchanger would be larger [41], possibly due to a larger Em hyperpolar-
ization caused by speract. This could explain, at least in part, why the
pH; increase triggered by speract is higher in the absence of Ca*~.
Indeed, as shown in Fig. 3, the mitochondrial depolarization induced
by speract is also larger in the absence of external Ca®*, which is

consistent with the hypothesis that the pH; elevation caused by speract
leads to mitochondrial depolarization. Our results confirm this hypoth-
esis and show that an NH4Cl addition, which elevates pH; (Fig. 4; [34]),
depolarizes sperm mitochondria, even in nominal Ca®* (0CaASW)
{Fig. 5).

When we evaluated how CCCP affects pH; in sperm, contrary to what
was reported earlier [23], we found that CCCP apparently acidifies the
sperm pH; (Fig. 6). As in rat heart mitochondria [65,78] or intact cells
|79.80], CCCP acidifies sperm mitochondrial pH. Furthermore, BCECF-
AM also distributes to sea urchin sperm mitochondria (single cell
measurements, not shown), accordingly the uncoupler would cause a
fluorescence decrease inside this organelle. Such acidification was also
observed with rotenone. These results suggest that the observed acidifi-
cation signal has a mitochondrial component. The fact that 2 uM CCCP
eliminates the pH; acidification induced by rotenone is consistent with
the proposal that CCCP and rotenone reduce the mitochondrial pH. On
the other hand, exposing sperm to oligomycin did not significantly
alter the sperm pH,;, consistent with a previous report [26]. When we
evaluated the ApH; induced by speract in sperm pre-exposed to
oligomycin or rotenone, no significant effects were found. Notably,
collapsing sperm mitochondrial ApH with 2 pM CCCP decreases the
speract-induced pH; increase (Fig. 6). Though the uncoupler also affects
the plasma membrane, these results suggests that speract may increase
both the cytoplasmic and the mitochondrial pH in sea urchin sperm.

The speract-induced pH; increase stimulates axonemal dynein
ATPases that are finely coupled with mitochondrial ATP synthesis
to regulate sea urchin sperm motility [23]. Mitochondrial FoF,-
ATPsynthase activation consumes energy from the H* electrochemical
gradient, depolarizing this organelle [67]. Accordingly, we found that
inhibition of the mitochondrial ATPase with oligomycin hyperpolarized
the AW and that under the same condition; speract caused a larger
mitochondrial depolarization (Fig. 7). This finding suggests that
although the FoF,-ATPsynthase activity modulates the speract induced
AW depolarization, it is not the main factor controlling this response
and other factors must intervene.

In isolated mitochondria, it has been demonstrated that free fatty
acids (FFA) alter mitochondrial function, and that the activation of the
pH-sensitive CPT-I stimulates the [3-oxidation [21,81]. According to
the above, we found that inhibiting CPT-1 with etomoxir or perhexiline
eliminates the speract-induced mitochondrial depolarization (Fig. 8).
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Fig. 10. The mitochondrial increase in NADH induced by speract depends on the activity of CPT-L (A) Representative traces of the change in the NADH autofluorescence of sperm treated
with different concentrations of perhexiline {0.5-25 uM), or {C) adding 0.5 nM speract either 2 min after the same concentrations of perhexiline or (E] 1 h after exposing the cells to
different concentrations ((L.05-05 mM) of etomoxir. (B), (D) and (F) Summary of experiments as in A, C and E respectively, assessing the fluorescence change 7 s after the additions
indicated by the arrows. The inserts in (B). (D) and (F) show the summary of the NADH autoflucrescence of sperm pre-incubated 1 h with etomoxir (B), or treated with 15 mM NH,O
in the presence of perhexiline (D) or etomoxir (F). Bars represent the mean + sem n= 4, *p=005; **p<001; *"p< 0001

This is consistent with the idea that the entrance of FFA into the sperm
mitochondria through CPT-shuttle, is the main depolarizing component
and that it is regulated by the pH; elevation induced by speract. This was
corroborated by the observation that the mitochondrial depolarization
caused by NH,4Cl is also eliminated by the CPT-I inhibitors ( not shown).
FFA through the [3-oxidation in mitochondria produces NADH and
FADH2. We found that stimulation of sperm with speract increases the
NADH levels regardless of [Ca® | and that this response is inhibited
by high [K¥ ... It is likely that the pH; increase is responsible for
increasing the levels of NADH. Consistent with the above, artificially
alkalinizing sperm with NH4Cl increases their NADH levels, even in
nominal Ca** (0CaASW) (Fig. 9). Furthermore, we confirmed that
inhibition of the ETC with rotenone or of the FoF,-ATPsynthase with
oligomycin increases the levels of NADH while CCCP decreases them.
To establish that the NADH increases triggered by speract were
related to the activity of CPT-1, two inhibitors of this enzyme, perhexiline
and etomoxir, were tested. Both were found to prevent the increase in
NADH induced by speract or NH,Cl (Fig. 10). It is noteworthy to clarify
that perhexiline also inhibits L-type Ca®* channels (ICs, = 0.83 pM

[82]) and their functional presence has been reported in sea urchin
sperm [83]. Furthermore, this compound also inhibits K™ -channels
such as HERG (ICsp = 1.5 M [84] and Kv1.5 (ICsp = 1.5 uM [85]), though
till now these channels have not been described in sea urchin sperm.
Considering the above, we cannot discard the possibility that perhexiline
is also affecting channels in our model.

We also observed that exposing sea urchin sperm sequentially to
speract and then to NH4Cl (not shown), did not cause an additive effect
on the levels of NADH. This, together with the fact that treatment of
sperm with NH4Cl increases pH, (Fig. 4) and NADH levels (Figs. 9B, D),
and that a similar response was obtained when measuring oxygen
consumption [60], suggests that the main action of speract on the
mitochondrial metabolism is through the increase in pH;.

Sea urchin sperm lack glycolysis | 14,46,47| and obtain the energy for
motility through oxidation of endogenous phospholipids, particularly
phosphatidylcholine ( PC) which colocalizes with a pH-dependent phos-
pholipase A2 (PLA2) activity in the mitochondrial area [86]. Both fatty
acid oxidation and PLA2 activity increase by rising pH; from 6.5 to 7.5,
coincident with motility initiation and activation of respiration [87].
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The increase in pH; triggered by speract might also activate PLAZ , in-
crease the FFA concentration partially depolarizing the mitochondria
and impairing the electron transport |68] leading to increased NADH
levels.

Finally, how do we relate the speract-induced mitochondrial depolar-
ization with the increases in the NADH fluorescence? When sea urchin
sperm are diluted in ASW pH 7.8 (basal condition), both respiration
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and motility are regulated by pH; [59]. Under this condition mitochon-
drial FoF,-ATPsynthase activity is in equilibrium with the axonemal
dynein ATPase activity in the flagella [23,59]. Speract binding to its
receptor, increases pH; stimulating dynein ATPase activity and sperm
respiration to the maximum [23,59,88]. As the activity of dyneins is
greater than ATP production, the ATP levels diminish depolarizing the
mitochondria [23,59,88]. To contend with energy demand, the pH;
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increase triggered by speract stimulates the pH-dependent activities of
CPT-1 [81] and PLAZ [86,87] to fuel Bp-oxidation and raise the NADH
levels, to restore AWY and ATP levels.

Supplementary Fig. 3 shows that octanoate, a FFA that does not use
the carnitine shuttle [89), is unable to alter the basal sperm NADH levels
nor the increase induced by speract, suggesting that CPT-1 is involved in
the response it triggers. More experiments are needed to understand
how CPT- participates in the speract signaling cascade.

Our results taken altogether are consistent with the hypothesis that
NADH is derived from the oxidation of FFA in mitochondria, which is
stimulated by the pH; elevation caused by speract.

5. Conclusion

Considering the results of this study and those reported previously
[13.24,90], our working hypothesis for the involvement of the
mitochondrion in the response of the S. purpuratus sea urchin sperm
to speract is as follows: binding of speract to its receptor on the sperm's
flagella elevates cGMP, which opens the tetra-KCNG K™ channel, and
induces a transient Em hyperpolarization [28,29,91]. This hyperpolari-
zation activates the Na™/H™ exchanger, increasing the pH; [24,3136),
which stimulates the CatSper channel increasing [Ca®T); [35,36].
Although it was reported that mitochondrial metabolic state influences
[Ca®*]; [15], the present work shows that it is the speract triggered
increase in pH; which finely coordinates NADH increases and mitochon-
drial depolarization (Fig. 11A). The pH; increase triggered by speract
stimulates the pH; sensitive enzymes CPT-1|81] and PLAZ [86,87]| to
fuel 3-oxidation [17] and increase FFA entry [92] into mitochondria
respectively, raising NADH levels that feed the ETC to regenerate AW,
Both the entry of FFA and the production of their intermediates during
|>-oxidation lead to the depolarization of the sperm mitochondrion,
stimulating oxygen consumption. The ETC consumes NADH to regener-
ate the AW that the FoF-ATPsynthase uses to provide energy to sperm
(Fig. 11B). We have corroborated that the sperm pH, increase induced
by NH4Cl, even in the ahsence of [Ca®* |o, mimics the speract response.
These findings, taken together, indicate that the pH; elevation triggered
by speract influences mitochondrial AW and NADH levels, which con-
tribute to shape the speract-induced changes that orchestrate sperm
swimming

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.bbabio 2016.01.003.
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