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RESUMEN

La fecundacion es un evento esencial para los organismos que dependen de la reproduccion sexual para
dar origen a un nuevo organismo. Este proceso esta altamente sincronizado e involucra una compleja serie
de interacciones entre el esperma y el ovulo, culminando en la fusién de estos gametos. El gameto
masculino debe residir en el tracto femenino durante un periodo de tiempo para adquirir la capacidad de
fecundar, este proceso se conoce como capacitacion. Durante la capacitacién, en los espermatozoides
ocurren varios cambios morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos que les brindan la capacidad de fecundar.
Entre estos cambios se encuentran: aumentos en: la concentracion de monofosfato de adenosina ciclico
([CAMPY), pH intracelular (pHi), la concentracién de Ca?* intracelular ([Ca2*])), fosforilacién de proteinas en
tirosinas e hiperpolarizacion del potencial de membrana.

Respecto a la alcalinizacidn intracelular asociada a la capacitacion, se sabe que este cambio en el pHi
ocurre en los espermatozoides de muchos mamiferos sin embargo, la forma en que este cambio se
relaciona con otros procesos asociados a la capacitacion no esta clara. Dos de los canales ionicos
especificos del espermatozoide mejor estudiados, CatSper y SLO3, contienen secuencias de poli-histidina y
se activan por alcalinizacion. Con respecto a CatSper, resultados de nuestro laboratorio muestran que la
actividad de este canal, cuando se estimulada por dos de sus activadores fisiologicos (progesterona y
prostaglandina E), es diferencial dependiendo del pH al que se realizan los experimentos, mostrando mayor
actividad cuando el pH extracelular es méas alcalino (7.6-8.0).

Estas observaciones son relevantes desde un punto de vista fisiologico ya que se sabe que el pH del lumen
del oviducto, en varias especies de mamiferos, aumenta de 7.1 a 8, estos cambios estan asociados con la
ovulacién y, curiosamente, el pH mas alcalino corresponde al sitio donde ocurre la fertilizacién (el ampula).
Por otra parte, se sabe que el pH del fluido cervical es ~6.5, mientras que el pH de la vagina es el sitio
donde se depositan los espermatozoides varia entre 4 y 5.

Con esto en mente, investigamos el efecto de capacitar espermatozoides de humano utilizando medios de
diferentes pHs sobre diferentes cambios fisioldgicos conocidos como marcadores de capacitacion ([Ca2],
hiperactivacion y fosforilacion de proteinas en tirosinas). Con base en las mediciones realizadas de estos
marcadores de capacitacién, encontramos que un medio capacitante con pH 7.4 y 8.0 promueve la
capacitacion de manera mas eficiente comparado con el medio pH 6.5.

Los espermatozoides capacitados son capaces de experimentan la reaccion acrosomal (RA), la cual
consiste en la exocitosis del granulo acrosomal, y se caracterizada por la formacion de mdltiples puntos de
fusion entre la membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa en la regién anterior de la cabeza
del espermatozoide, constituye un proceso necesario para que los espermatozoides atraviesen la envoltura
del ovulo y les permite exponer una membrana fusogénica que permite la fusiéon ovulo-esperma.

Aunque una de las glicoproteinas de la matriz externa que recubre al ovulo, ZP3, se ha considerado como el
inductor natural de la RA, otros estudios han demostrado que varios compuestos son capaces de inducir
esta reaccion con la consiguiente movilizacion de Ca?*. La relevancia fisioldgica de estos inductores se ha
visto reforzada por los resultados obtenidos recientemente que muestran que, al menos en el raton, los
espermatozoides que logran fertilizar un dvulo son aquellos que experimentaron la RA antes de llegar al
dvulo. Por lo tanto, es importante caracterizar esos otros ligandos encontrados por los espermatozoides
durante su transito a través del tracto reproductivo femenino que se sabe inducen RA.
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La prueba clasica para determinar el estado acrosomal se realiza en espermatozoides fijados utilizando
lectinas acopladas a fluoréforos, que reconocen proteinas glicosiladas presentes en el acrosoma. Sin
embargo, para caracterizar la dinamica en tiempo real de este proceso y para correlacionarlo con la
movilizacion de Ca?*, se requieren ensayos en células vivas que permitan el monitoreo simultdneo de RA'y
cambios en la [CaZ*].

Los colorantes fluorescentes de la familia FM tienen propiedades adecuadas para rastrear la dinamica de la
membrana plasmatica durante la exocitosis y la endocitosis en células somaticas. Un trabajo previo de
nuestro laboratorio demostré que FM4-64 informa con éxito la aparicion de la RA en tiempo real y que los
cambios en la [Ca?*]i asociados pueden seguirse con un colorante sensible a Caz* al mismo
tiempo.

En experimentos en células individuales monitoreamos la RA y los cambios en la [Ca2*]; asociados a este
proceso, mediados por GABA, progesterona y PGE1 en espermatozoides humanos capacitados a diferentes
pHes. Encontramos que la capacitacion a pHe 7.4 y 8.0 promueve la RA de manera mas eficiente. Por otro
lado observamos oscilaciones de Ca?*, las cuales fueron més frecuentes a pHe 6.5, y se correlacionan con
la ausencia de RA. En cuanto al mecanismo responsable de generar estas oscilaciones, mostramos que
estan involucrados el influjo externo de Ca2* y la movilizacion de este ion de reservorios internos de Ca?*.
Ademas, la inhibicién farmacologica de las oscilaciones de Ca?* observadas a pHe 6.5 restablece la
capacidad de los espermatozoides de experimentar la RA cuando se exponen a la progesterona. Sugiriendo
a las oscilaciones de Ca2* como un mecanismo para prevenir la RA prematura
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ABSTRACT

Fertilization is an essential event for organisms that depend on sexual reproduction. This process
is highly synchronized and involves a complex series of interactions between sperm and egg,
culminating in the fusion of these gametes. The male gamete must reside in the female tract for a
period of time to acquire its fertilizing capacity; this process is known as capacitation. Capacitation
combines several physiological changes, such as increases in cyclic adenosine monophosphate
(cAMP), intracellular pH (pHi), intracellular CaZ* ([Ca2*]i), tyrosine phosphorylation and membrane
potential (Vm) hyperpolarization. All of them are necessary to render the sperm fertilization competent.
Capacitation-associated intracellular alkalization is reported to occur in sperm of many mammalian
species however, how this change is coupled to other capacitation-associated processes is not well
established. Two of the best-studied sperm ion channels, CatSper and SLO3, contain poly-histidine
regions and are readily activated by alkalization. Regarding CatSper, data from our laboratory show that the
activity of this channel, when stimulated by two of its physiological activators (progesterone and
prostaglandin E), is differentially regulated depending on the pH at which the experiments are performed,
harnessing its activity when the extracellular pH is more alkaline (7.6-8.0).

This potentiation is relevant from a physiological point of view since it is known that the pH of the lumen of
the oviduct, in several mammalian species, increases from 7.1 to 8, these changes are associated with
ovulation and interestingly the more alkaline pH corresponds to the site where fertilization occurs (the
ampulla). In other side it is know that the vagina pH, the place where are the sperm arrived, is around 6 and
6.5.

With this in mind, we investigated the effect of capacitating human sperm using media at different
pHs on different physiological changes known as capacitation markers (pHi, ([Ca%*), Vm, tyrosine
phosphorylation and hyperactivation). We found that a capacitaton medium with pH 7.4 and 8.0
promotes capacitation more efficiently comparing with medium pH 6.5.

Capacitated sperm are able to undergo the acrosome reaction (AR), which consists on the acrosomal
granule exocytosis characterized by the formation of multiple fusion points between the plasma membrane
and the outer acrosomal membrane in the anterior region of the sperm head. This process is necessary for
sperm to traverse the egg envelope and to expose a fusogenic membrane that allows egg-sperm fusion.
Although one of the glycoproteins from the external egg matrix, ZP3, has been regarded as the natural
inducer of the AR, other studies have shown that several compounds are able to induce this reaction with the
consequent Ca?* mobilization in the sperm. The physiological relevance of these inducers has been
strengthened by recent results showing that at least in mouse, sperm that succeed to fertilize an egg are
those that underwent the AR before reaching the egg. Therefore, it is important to further characterize other
ligands encountered by sperm during its transit through the female reproductive tract known to induce AR.
The classical test to determine the acrosomal status is performed in fixed sperm using lectins coupled to
fluorophores, which recognize glycosylated proteins present in the acrosome. However to characterize the
real time dynamics of this process and to correlate it with Ca2* mobilization, assays in living cells that allow
simultaneous monitoring of AR and intracellular Ca2* changes are required.

Fluorescent dyes from the FM family display properties suitable to track plasma membrane dynamics during
exocytosis and endocytosis in somatic cells. A previous work from our laboratory showed that FM4-64
successfully reports the occurrence of the AR in real time and that the associated intracellular Ca2* changes

can be followed with a Ca?* sensitive dye (Fluo 3-AM) at the same time.
Pagina | 7



We monitor in single cell experiments the AR and the associated intracellular Ca2* changes mediated by
GABA, progesterone and PGE1 in human sperm capacitated at different pHes. We found that Capacitation at
pHe 7.4 and 8.0 promotes AR more efficiently. In other hand we observed spontaneous Ca?* oscillations,
these were more frequent at pHe 6.5, and they correlate with a lack of AR. Regarding the mechanism
responsible to generate this oscillations, we show that external Ca?* influx and internal Ca2* stores are
involved. Additionally, pharmacological inhibition of Ca2* oscillations at pHe 6.5 restores the ability of
spermatozoa to undergo the AR when exposed to progesterone. Suggesting the Ca2* oscillations as a
mechanism to prevent untimely AR in human sperm.
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1. INTRODUCCION

1.1. La fecundacion

La fecundacion es un evento esencial en el ciclo de vida de los organismos que dependen de la
reproduccion sexual, para dar origen a un nuevo individuo. Este proceso esta altamente sincronizado e
involucra una serie compleja de interacciones entre el espermatozoide y el évulo, culminando con la fusién
de estos gametos. El espermatozoide de humano es una célula con una longitud de ~565 um vy esta
conformado por dos regiones principales: la cabeza y el flagelo. La cabeza contiene el acrosoma y el nucleo.
El acrosoma es un organelo derivado del Golgi localizado en la porcion anterior de la cabeza del
espermatozoide, esta delimitado por las membranas acrosomal interna y externa, ademas contiene
enzimas proteoliticas que le permiten degradar parte de la matriz extracelular del 6vulo y con esto facilitar la
fusion y transferencia del genoma. Por otro lado, a lo largo del flagelo, dividido en pieza media, principal y
terminal, se encuentra el axonema que provee de movimiento al espermatozoide (1).

En los organismos de fecundacion interna, como los mamiferos, los espermatozoides se depositan en el
tracto genital femenino. Es a partir de aqui que los espermatozoides continian experimentando un proceso
de maduracion y preparacion, que incluye cambios morfolégicos  fisiolégicos, los cuales les confieren la
capacidad de llegar hasta el 6vulo y fecundarlo (2).

Se ha demostrado que el calcio (Ca?*) es esencial en la regulacién de los procesos que ocurren en el
espermatozoide después de la eyaculacion como son la hiperactivacion, capacitacion y reaccion acrosomal
y se sugiere que diferentes clases de canales y bombas permeables a Ca2* permiten el movimiento de este
catién a través de la membrana plasmatica o las membranas de los reservorios intracelulares de Ca2* en el
espermatozoide (3).

En otros tipos celulares se ha demostrado que los canales ionicos son fundamentales para desencadenar
en milisegundos cambios eléctricos y de concentracion de iones, cuya actividad se puede regular por
factores como ligandos, nucleétidos ciclicos, presién, cambios en el voltaje o agotamiento del Ca?* de los
reservorios intracelulares (4).

1.2. Eventos indispensables para la fecundacion en espermatozoides de mamifero

1.2.1. Hiperactivacion

La movilidad es un requisito indispensable para que los espermatozoides se desplacen a través del tracto
genital femenino hasta encontrar al 6vulo y fecundarlo. Al ser depositados en la vagina, los espermatozoides
desarrollan inicialmente una movilidad activada caracterizada por un batido flagelar simétrico y de corta
amplitud con un nado progresivo y en una direccidn casi recta. Por otra parte se ha demostrado que los
espermatozoides recuperados del oviducto, una regién cercana al sitio de la fecundacion presentan una
movilidad hiperactivada. Este tipo de movilidad se caracteriza por un batido flagelar vigoroso, asimétrico,
con una amplitud y curvatura mayor (5).

Un elemento importante que repercute en la regulacién de la movilidad en mamiferos, lo constituye el dvulo
que, incluyendo el de humano, se encuentran rodeados por una densa capa de células llamada cumulus
oophorus, que entre otras sustancias, secreta progesterona. Se ha demostrado que gracias a la viscosidad
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de las células del cumulus, esta hormona esteroidea forma y mantiene un gradiente que se distribuye desde
el centro de esta estructura celular, hacia la periferia (6).

El gradiente de progesterona es capaz de atraer in vitro mediante quimiotaxis a los espermatozoides
capacitados de humano a partir de concentraciones de 10-100 pM, lo que sugiere que este evento podria
contribuir a dirigir a los espermatozoides en el Ultimo tramo de su trayecto hacia el 6vulo (7). Sin embargo,
no esta comprobado que esto ocurra in vivo.

1.2.2. Capacitacion

Los espermatozoides eyaculados deben permanecer en el tracto genital femenino para adquirir la capacidad
de fecundar al 6vulo. El conjuntos de cambios moleculares, bioquimicos y fisioldgicos que se llevan a cabo
en el espermatozoide durante su estancia dentro del tracto que le permiten adquirir la habilidad de fecundar
al ovulo se denomina capacitacion. Descubrimientos recientes indican que los cambios involucrados en la
capacitacion resultan de una combinacion de procesos secuenciales y en algunos casos paralelos (8 y 9).
Dentro de los cambios que suceden durante la capacitacion, se encuentra una hiperpolarizacion del
potencial de membrana que se ha observado en espermatozoides bovinos y murinos (esta ultima especie de
mamifero es en la que se han hecho los estudios clasicos sobre la fisiologia del espermatozoide), la
remocion de colesterol de la membrana plasmatica, e incrementos del pH intracelular (pHj) y la
concentracion intracelular de [Ca2*]i, [HCOs]iy [CIi (10 y 11). Por otra parte aumenta la [AMPc]; que se
asocia con la activacion de la proteina cinasa A (PKA) dependiente de AMPc y esto, a través de una
cascada de sefializacién cuya secuencia de pasos se desconoce culmina con la fosforilacion de proteinas
en tirosinas. Esta fosforilacion de proteinas en tirosinas se ha considerado marcador del estado capacitado
de los espermatozoides (10).

La capacitacion de los espermatozoides de humano se puede llevar a cabo in vitro al incubarlos en un
medio definido que contenga las concentraciones apropiadas de tres elementos principales: Cazt, HCOs y
albumina sérica bovina (BSA) (12) para mimetizar el ambiente del oviducto. Aunque se sabe que estos
componentes son suficientes para promover la capacitacion, el ambiente al que se enfrentan los
espermatozoides in vivo adicionalmente, contiene aminoacidos, carbohidratos, hormonas, factores de
crecimiento, agentes purinérgicos, glicoproteinas y neurotransmisores, los cuales estan ausentes en la
mayoria de los medios capacitantes debido a que se desconoce la concentracion exacta de cada uno de
estos componentes en el oviducto (13).

1.2.3. Reaccion acrosomal

Este proceso consiste en la exocitosis del granulo acrosomal, se caracteriza por la formacion de multiples
puntos de fusién de la membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa, en la regién anterior de la
cabeza del espermatozoide (12). La RA es necesaria para que el espermatozoide atraviese la envoltura del
6vulo y presente una nueva membrana que le permita fusionarse con él.

La via de sefializacion intracelular que culmina en la RA aun no se comprende por completo, sin embargo,
los resultados de varios estudios indican que la participacion del Ca2* es fundamental en este proceso. El
cual involucra la participacion de canales i6nicos permeables a este catidn, ya que la RA se inhibe al utilizar
antagonistas de canales iénicos que bloquean el flujo de Caz* (2).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Inductores fisioldgicos de la reaccion acrosomal

A pesar de que la ZP3 se ha considerado como el inductor natural de la RA, otros estudios han demostrado
que diversos compuestos son capaces de inducir esta reaccion. Muchos de los cuales se encuentran a lo
largo del tracto genital femenino por lo que podrian tener relevancia fisioldgica. Esta idea se ha fortalecido
con resultados recientes que muestran, que al menos en ratén, los espermatozoides que logran fecundar a
un 6vulo son aquellos que sufrieron la RA antes de llegar al ovocito (ver seccion del cumulus), cuestionando
fuertemente el modelo tradicional que propone a la ZP3 como el inductor fisiolégico. A continuacion se
describen brevemente algunos de estos inductores en el posible orden en que los espermatozoides los
encontrarian durante su trayecto en el tracto reproductor femenino.

2.1.1. Acido y-aminobutirico (GABA)

GABA actia como un neurotransmisor inhibitorio cuando se une a su receptor (GABAAR) en las neuronas
postsinapticas del sistema nervioso central y periférico (14). El receptor de GABA (GABAAR) se encuentra
en la membrana plasmatica como un receptor complejo multi-subunidad unido a un canal de CI. Su
activacién conduce a la apertura del canal, provocando un flujo de iones CI y consecuentemente la
hiperpolarizacion o depolarizacion de la membrana, dependiendo del tipo celular y el gradiente
electroquimico para este i6n (15 y 16).

Interesantemente, existen altos niveles de GABA en la mucosa del oviducto, los cuales son mayores a los
encontrados en el cerebro (1-10 mM) (17), hasta 10 veces mas. Estas evidencias apoyan la idea de que en
el tracto reproductor femenino se encuentran los elementos necesarios para proporcionar un ambiente
fisioldgico adecuado para que un sistema GABAérgico module la funcion de los espermatozoides (18).

Las subunidades del receptor de GABAa se han identificado en el segmento ecuatorial de la cabeza de
espermatozoides de humano (19) y en la superficie ventral del acrosoma de espermatozoides de rata (20).
También se ha demostrado que GABA induce la RA en espermatozoides de humano, ratdn y rata. Estos
resultados sugieren que el canal de Cl-/receptor de GABAaY un receptor quizas unido a un canal de Ca2*to a
un receptor de progesterona participan en este proceso. La habilidad de GABA para inducir la RA se
bloquea en presencia de antagonistas de GBRC. Estos datos sugieren que GABA interactua con GBRC
para inducir la RAy la integridad funcional del canal de CI- es vital para este efecto (21).

2.1.2. Progesterona

La progesterona es capaz de estimular, entre otros eventos fisiologicos, la RA. Esta hormona provoca un
incremento rapido y bifasico en la [Ca2+], dicho incremento depende de la [Ca2*] extracelular, y se piensa
que la liberacién de Ca2* de pozas intracelulares podria estar involucrada en la segunda fase de aumento
(22). Sin embargo, existen otros trabajos que sugieren que el canal CatSper, un canal de calcio cuya
actividad es dependiente de la alcalinizacion del pHi y que se encuentra de manera exclusiva en el flagelo
del espermatozoide, podria ser el receptor de la progesterona en el espermatozoide de humano, ya que se
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demostrd, mediante registros electrofisioldgicos, que con concentraciones nanomolares de esta hormona se
potencia la actividad del CatSper. Se postula que dicho canal se activa sinérgicamente por la elevacién del
pHiy extracelularmente por progesterona (23 y 24).

Con respecto al mecanismo de activacion de CatSper mediado por esta hormona, recientemente se report6
que dicha activacion no se debe a una interaccion directa sino mas bien a través de la interaccién de la
progesterona con una hidrolasa de lipidos. Dicha hidrolasa es la proteina 2 con dominio hidrolasa alfa/beta
hidrolasa (ABHD2) que al unirse a progesterona se activa e hidroliza al 2-araquidonil glicerol (2AG) de la
membrana plasmatica. EI 2AG inhibe al CatSper, por lo cual la remocién de este lipido de la membrana
plasmatica conduce a la activacion del CatSper, con la consecuente entrada de Ca?* a través de este canal
i6nico (25).

2.1.3. Prostaglandina

Las prostaglandinas son compuestos derivados del &cido araquidonico. Son sustancias biologicamente muy
potentes, que tienen una amplia variedad de acciones en muchos sistemas bioldgicos. Las prostaglandinas
se descubrieron originalmente en el tracto reproductor masculino, pero ahora se sabe que la mayoria de los
tipos celulares poseen las enzimas necesarias para su biosintesis. Debido a sus diversos efectos bioldgicos,
se sabe que participan en numerosos procesos fisioldgicos y patoldgicos. Por ejemplo, en el tracto
reproductor femenino estan involucradas en eventos como: el embarazo, el parto, la dismenorrea y la
luteolisis (26). Inicialmente, las prostaglandinas, se aislaron de la vesicula seminal y se clasificaron en
prostaglandina E (PGE) y prostaglandina F (PGF). Esta nomenclatura se derivé de la solubilidad de estas en
éter: (PGE) o en fosfato: (PGF) (27).

Existen reportes que sugieren que PGE y PGF2a tienen un papel en la RA en espermatozoides de hamster
y cuyo (28 y 29). Ademas, se observé un aumento en la [Ca?*]; de los espermatozoides subsecuente a la
exposicion a PGE1 y PGE2 (30). En el caso de espermatozoides de humano se ha mostrado que las
prostaglandinas E son capaces de inducir RA y mediar la entrada de Ca2* (31 y 32). Ademas, se demostro
que PGE1, en espermatozoides de humano también activa directamente a CatSper (23 y 24), aunque el
mecanismo de activacion es distinto al propuesto por la progesterona.

Se sabe que las prostaglandinas producidas por las células foliculares y por las células del oviducto estan
involucradas en el proceso de ovulacién. Ademas en tanto que los espermatozoides se acercan al 6vulo,
estos se exponen a concentraciones crecientes de PGE producidas localmente dentro de la trompa de
falopio y por células de la granulosa que rodean al ovocito (33). De esta manera, en la cercania del ovocito,
la PGE1, de manera similar a como se propone para la progesterona, serviria para estimular la RA antes de
unirse a la zona pellcida (ZP).

2.1.4. Cumulus oophorus

Recientemente se han ido acumulando evidencias que sugieren que la interaccion entre el cumulus
oophorus y el espermatozoide tiene un papel mucho mas importante en la fecundacién del que se le habia
atribuido. Se postula que las células del cumulus pueden promover la fecundacién: 1) causando un
atrapamiento mecanico de los espermatozoides y guiando solo a los espermatozoides hiperactivados hacia
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el 6vulo, 2) previniendo que los espermatozoides anormales entren a la matriz del cumulus, 3) secretando
sustancias que creen un microambiente que favorezca la capacitacion y penetracion del évulo y 4)
protegiendo al ovocito para favorecer una fecundacién normal (34).

Trabajos recientes proponen nuevas funciones para estas células, por ejemplo, utilizando los
espermatozoides de un ratén genéticamente modificado, que expresa la proteina verde fluorescente (GFP)
en su acrosoma y la proteina roja fluorescente en sus mitocondrias, investigaron la presencia o ausencia del
acrosoma en espermatozoides expuestos a 6vulos rodeados de células del cumulus. Este trabajo demostro
que muchos espermatozoides reaccionan en su trayecto a través del cumulus y de manera importante, la
mayoria de los espermatozoides que se fusionan con el ovulo ya no presentan el acrosoma. Ademas la
presencia de las células del cumulus constituye un factor indispensable para favorecer el éxito de la
fecundacion (35), proponiendo asi que la RA se induce por las células del cumulus o por algin compuesto
que estas secreten. Esto Ultimo cuestiona la participacion de la ZP como inductor natural de la RA. Con
respecto a esta idea, un trabajo posterior demostrd que espermatozoides ya reaccionados, colectados del
espacio perivitelino de 6vulos de raton, son capaces de fecundar évulos con la ZP intacta y rodeados de
células del cumulus. Ademas, tales dvulos fecundados son capaces de dar origen a descendencia fértil. Por
consiguiente la idea de que espermatozoides ya reaccionados son incapaces de unirse a la ZP y pierden su
capacidad de fecundar debe ser reconsiderada (36). Aunque estos datos contradicen fuertemente el
paradigma de que el inductor fisiologico de la RA es la ZP3, estos provienen de un par de trabajos
realizados en una sola especie, por lo cual no son suficientes para generalizar que esto ocurra en todas las
especies de mamiferos. Sin embargo, con base en estos hallazgos se han generado preguntas muy
interesantes y el planteamiento de nuevas hipotesis que nos permitiran entender la importancia fisiologica
de los diferentes inductores y asi poder descifrar cual es el inductor de la RA y el sitio en donde ocurre este
proceso.

2.2. Evaluacion de la reaccion acrosomal

La cuantificacion de los porcentajes de espermatozoides reaccionados se realiza empleando una variedad
de métodos. Los ensayos clasicos se llevan a cabo mediante microscopia de fluorescencia utilizando
lectinas acopladas a fluoroforos, una de las mas utilizadas es la lectina de Pisum sativum acoplada a
isotiocianato de fluorosceina (FITC-PSA), lectina dimérica con alta afinidad por a-D-manosa y a-D-glucosa,
reconociendo asi varias proteinas glicosiladas presentes en el acrosoma. La desventaja de esta
metodologia es que se realiza en espermatozoides fijados después de exponerlos al agonista de interés, lo
cual impide el seguimiento dinamico de este proceso (37).

Para el estudio de la RA en tiempo real, el empleo de estrategias transgénicas es una gran ventaja, pero
esto no es posible en humanos. Sin embargo, existen dos trabajos donde siguieron exitosamente la RA en
tiempo real en espermatozoides de humano, en uno de ellos usaron marcadores especificos para dos
componentes diferentes del acrosoma (38), y en el otro monitorearon en tiempo real la fluorescencia de
FITC-PSA (39).

La RA se considera como un evento exocitotico que comparte algunos mecanismos moleculares con la
exocitosis observada en células somaticas (40). La familia de los colorantes FM tiene propiedades para
rastrear la dinamica de la membrana plasmatica durante la exocitosis y endocitosis en células somaticas
(41-44). En un trabajo de nuestro laboratorio se demostrd que FM4-64 marca exitosamente la membrana
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plasmatica de los espermatozoides y que su fluorescencia aumenta en la regién del acrosoma una vez que
se induce la RA (45), este aumento en la fluorescencia se debe posiblemente a que este indicador
fluorescente se une a la membrana acrosomal interna, que se expone y mantiene durante la RA, pudiendo
considerarla como equivalente a una vesicula de secrecion en células somaticas. Ademas, este aumento en
la fluorescencia correlaciona con el inicio de la tincién de FITC-PSA del acrosoma, sugiriendo que FM4-64
es capaz de detectar el comienzo de la RA. Adicionalmente, FM4-64 reveld la presencia de estructuras
similares a apéndices emergiendo de diferentes areas de la cabeza del espermatozoide las cuales se
observaron después del inicio de la RA, y la presencia de estas estructuras se corrobord6 mediante
microscopia electrénica de barrido (45). En relacion a esto, existe un trabajo donde reportan la presencia de
filamentos muy parecidos a estos apéndices, los cuales emergen de la cabeza de espermatozoides de
cerdo y los observan embebidos en la ZP (46), lo cual sugiere que estas estructuras podrian tener un papel
fisioldgico durante la interaccion dvulo-espermatozoide que seria importante investigar.

Todos los inductores fisioldgicos de la RA que se han estudiado comparten el requerimiento de un aumento
en la [Ca?*]. Por lo cual, para conocer exactamente el papel fisiologico de cada uno de los inductores de la
RA, es importante conocer si la dinamica de movilizacion de Ca2*, asi como también si las vias de entrada
de Ca?* son compartidas o participan canales y/o transportadores distintos. Con respecto a esto, el
desarrollo de estrategias que permitan la determinaciéon de la dindmica del aumento en la [Ca?*] y la
evolucién de la RA de manera simultanea constituyen una herramienta muy importante, sobre todo ahora
que es importante reevaluar la importancia de otros inductores diferentes a la ZP3. En este sentido, se han
realizado algunas aproximaciones en espermatozoides bovinos y humanos, estos se fijan al final de los
registros de [Ca?*] para determinar los porcentajes de RA utilizando FITC-PSA (47-49). Con lo que fue
posible determinar unicamente la dinédmica de los flujos de Ca*2 pero no la dinamica de la RA.

Existe solo un estudio donde registran simultineamente los cambios en la [Ca?*]i y la RA en
espermatozoides de humano utilizando al Fluo 3 como indicador de ambos parametros (50) sin embargo no
lograron encontrar una relacion entre estos dos parametros. Por lo cual seria muy interesante retomar la
idea y estudiar la dinamica de estos dos eventos con indicadores distintos para cada proceso, haciendo los
registros en células vivas y en las condiciones méas parecidas a como sucede este proceso fisioldgicamente
y de esta manera poder determinar si existe alguna relacion entre estos dos procesos.

2.3. Importancia del pH en la fecundacién

El éxito de la fecundaciéon depende de varios procesos bioldgicos que se llevan a cabo en el oviducto
algunas horas antes de que se encuentren el 6vulo y el espermatozoide en el ampula, dichos procesos
afectan el estado fisiolégico de ambos gametos. La mayoria de lo que se sabe acerca de los eventos de
sefializacion que controlan la capacitacion se ha obtenido de experimentos in vitro, donde se intenta
mimetizar el ambiente oviductal. Sin embargo, el pH y la composicién del medio utilizado para promover
este proceso es diferente dependiendo del laboratorio que realice el estudio (51-54).

2.3.1. Mecanismos de regulacion del pH;

La regulacion del pHi y pHe €s muy importante, debido a que se sabe que durante los procesos metabdlicos
de las células de mamifero se produce acidificacion intracelular y ademas el pH debe estar finamente
regulado, ya que los procesos bioquimicos se llevan a cabo dentro de un rango 6ptimo de pH; de hecho,
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muchas funciones celulares (actividad de enzimas, expresion de genes, la actividad de canales y
transportadores de membrana) dependen de este pardmetro (55).

Ademas de los transportadores de H* que participan en la regulacién del pH;, este también se regula a
través del sistema CO,/HCO;: el CO, difunde libremente a través de la membrana plasmatica pero HCO5™ es
un anion impermeable, requiriendo proteinas transportadoras para su movimiento a través de la membrana.
Las proteinas que transportan HCO5™ a través de la membrana estan agrupadas en tres familias de genes

distintas: los transportadores clasicos CI/HCOz (familia AE), cotransportadores Na*/HCO; (familia NBC) y
los intercambiadores CI/HCO; (familia SLC26) (56). La familia SLC26 lleva a cabo el intercambio CI-/HCO5’,
en algunos casos a través de un mecanismo electrogénico. Existen cinco diferentes intercambiadores en

esta familia (57). Adicionalmente se sabe que HCO3 puede ser transportado a través de los canales de Cl-
CFTR (58).

2.3.2. Papel del pH en la fisiologia del espermatozoide

En el caso particular de los espermatozoides se sabe que su actividad esta fuertemente relacionada con los
niveles de HCO; y los valores de pHi. En este sentido, se sabe que la regulacion del pHi participa de

manera muy importante en la movilidad, la capacitacion y la RA (59-62). Sin embargo, se desconocen los
mecanismos exactos por los que, cambios en el pH; regulan estas funciones.

Se han propuesto varios mecanismos involucrados en la regulacion del pH; en espermatozoides, estos
podrian diferir dependiendo de la especie. Por ejemplo, se ha reportado la presencia de un cotransportador

Na*/HCOs electrogénico en espermatozoides de raton (63). Adicionalmente, los espermatozoides de raton

poseen un intercambiador Na*/H* (sNHE) regulado por AMPc cuya ausencia produce defectos en la
movilidad y como consecuencia infertilidad masculina, de manera interesante este fenotipo se puede
rescatar parcialmente al agregar anélogos de AMPc (64). El papel de sNHE en la regulacién del pH se
cuestiona porque espermatozoides del raton nulo para SNHE y del ratdn silvestre exhiben un pH; similar en
condiciones basales y después de la alcalinizacion artificial (64). Este intercambiador esta presente en
espermatozoides de humano, pero la comparacién de secuencia, a nivel de proteina, reveld ciertas
diferencias en los aminoacidos que forman el motivo de unién a AMPc, lo cual podria resultar en diferencias
en la regulacion entre especies.

Por otro lado, los espermatozoides de humano expresan un canal de H* cuya actividad aumenta en
espermatozoides capacitados (65), sugiriendo que la actividad de este canal se relaciona con la regulacién
del pHi en estas células. Sin embargo, experimentos de patch clamp con espermatozoides epididimales de
raton revelaron corrientes de H* muy pequefias comparadas con las de humano (65), y por tanto es
concebible que diferentes mecanismos de regulacién del pHi se hayan desarrollado entre las diferentes
especies.

De manera interesante existen dos canales ionicos esenciales, cuya ausencia provoca esterilidad
masculina, que se regulan positivamente por alcalinizacion del pH;: el Slo3 que permea K* y el CatSper que
permea Ca?*, los cuales se han registrado electrofisiologicamente en espermatozoides (66). Con respecto al
CatSper, datos de nuestro laboratorio muestran que la actividad de este canal, al ser estimulado por dos de
sus activadores fisiologicos (progesterona y PGE), se regula de manera diferencial dependiendo del pH al
cual se realicen los experimentos, potenciandose su actividad cuando el pH extracelular es mas alcalino
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(7.6-8). Esto debido posiblemente a la concomitante alcalinizacién del pHi. Dicha potenciacion es relevante
desde el punto de vista fisioldgico ya que se sabe que el pH del lumen del oviducto, en varias especies de
mamifero, aumenta desde 7.1 hasta 8, estos cambios estan asociados con la ovulacion y de manera
interesante el pH mas alcalino corresponde al sitio donde ocurre la fecundacion (el ampula). Mientras que el
pH del fluido cervical, correspondiente a las primeras regiones con las que entran en contacto los
espermatozoides dentro del tracto reproductor femenino es de alrededor de 6 y 6.5 (67, 68).

2.4. Oscilaciones de Ca?*

El Ca2* es el catibn mayormente involucrado en la transduccion de sefiales (69, 70). Este catién se
encuentra a una concentracién citosélica en reposo de ~107 M, y a una concentracion extracelular de ~10-3
M. Dada esta concentracion diferencial se pueden generar flujos de Ca?* que pueden detectarse de manera
precisa, incluso si son pequefios aumentos en el Ca2* citoplasmatico. Estos flujos se producen a través de
proteinas de la membrana plasmatica o a través de la liberacién mediada por canales localizados en
compartimentos intracelulares. Niveles elevados y sostenidos de Ca2* en el citoplasma son tdxicos para la
célula y pueden resultar en muerte celular a través de necrosis o apoptosis. Por lo cual las células han
desarrollado mecanismos de transporte que rapidamente restablecen la concentracion de Ca?* citosélico a
niveles basales (revisado en 71).

La baja concentracion basal citosdlica de Ca?* se mantiene en equilibrio a través de un delicado balance
entre la entrada y salida de Ca?*. Sin embargo, este equilibrio puede perturbarse de muchas maneras
causando que entren mas iones Ca2* a la célula con respecto a los que son eliminados. Diferentes
mecanismos tratan de restaurar rapidamente la baja concentracion citosélica de Ca?*. Si esta funcion se
realiza con éxito, se genera una sefial transitoria de Ca2*, pero si no, la alta concentracion de Ca2* conducira
a la célula a apoptosis o necrosis (revisado en 71).

Bajo ciertas condiciones, cuando los sistemas regulatorios se perturban, la célula solo restaura parcialmente
los niveles basales de Ca?*. La incapacidad de las células para regular y mantener la concentracién baja de
Ca?* en estado basal dara como resultado trenes periddicos de transitorios de Ca2*. Esta sefial oscilatoria
se genera mediante la accién concertada de distintos transportadores de Ca2* y puede tener grandes
variaciones espaciales y temporales dependiendo del tipo de estimulo y del contexto celular. Si la
concentracion intracelular de Ca2* permanece perturbada, diferentes programas de transcripcion se activan
para ajustar la maquinaria regulatoria de Ca2*y controlar asi los niveles de Ca2* citosdlico (revisado en 71).
A pesar de todos los reportes referentes a las oscilaciones de Ca?* no se ha elucidado un mecanismo
unificado generador de la respuesta oscilatoria. Tampoco esta claro como se establece la frecuencia de la
sefal oscilatoria. Sin embargo hay demostraciones de mecanismos celulares que alteran la frecuencia de la
sefal oscilatoria (72-75).

2.4.1. Mecanismos de aumento de Ca?*

La sefial oscilatoria se inicia cuando el equilibrio en los niveles basales citosolicos de Ca?* se perturban de
alguna manera. Esto puede ocurrir cuando la célula percibe un estimulo extracelular que resulta en la
activacion de canales que transportan Ca?* hacia el citoplasma. Tales canales estan localizados ya sea en
la membrana plasmatica 0 en la membrana de reservorios intracelulares, reticulo endoplasmico/reticulo
sarcoplasmico (RE/RS). La naturaleza del estimulo perturbador es diverso, incluyendo alteraciones del
potencial de membrana, interacciones célula—célula, y sustancias extracelulares que se unen a receptores
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especificos. Entre los mecanismos generadores de las oscilaciones de Ca2* se incluyen la activacién de: los
canales de Ca?* dependientes de voltaje (76), de los receptores purinérgicos ionotropicos (P2XR) y
metabotrépicos (P2YR) (77), de los receptores muscarinicos de acetilcolina (mAChR) (78) y de la activacion
de los receptores de tirosina cinasa (RTKs) (75).

El Ca2* citosolico también puede aumentar con la liberacién de Ca2* de reservorios intracelulares RE/RS,
cuya liberacién ocurre principalmente a través de receptores de inositol trifosfato (IPsRs) y receptores de
rianodina (RyR) (Revisado en 71).

El IP3R es un canal liberador de Ca?* ubicuo de reservorios intracelulares que desempefia un papel
importante en la sefializacion de Ca?* citosolica, tanto en células excitables como no excitables. La unién de
un ligando a receptores metabotrépicos, tales como P2YR, mAChR o RTKs conduce a la activacién de la
fosfolipasa C (PLC) la cual cataliza la hidrolisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;) para producir IP3 y
diacilglicerol (Revisado en 71). Cuando el IP3 se une a su receptor causa un cambio conformacional que
abre el canal permitiendo el flujo de Ca2* hacia el citoplasma. Existen 3 subtipos de IPsR con patrones de
expresion dependiente del tipo celular y con diferente afinidad por IP3, Ca%* y nucledtidos (79, 80). Se
requiere tanto IP3 como Ca2* para abrir los IP3R. Dependiendo del contexto celular, los IPsR pueden
responder a Ca2* en forma de campana (81, 82), una propiedad crucial para la activaciéon de una onda
regenerativa. El IP3R también puede fosforilarse por multiples cinasas (80), modulando sus propiedades y
ademas seguir ajustando las sefiales oscilatorias. Por otro lado se sabe que la union del IP3 a su receptor es
dependiente de pH, presentando mayor afinidad cuando el pH se alcaliniza (83).

Los RyR constituyen un canal de liberacién de Ca2* intracelular critico en todas las células excitables (84).
En células musculares conduce el proceso esencial del acoplamiento excitacidn-contraccion. La principal
activacion de los RyR es por el mismo Ca2*, con una Kgq en el rango 10 M. Aunque también el exceso de
Ca?* tiene un efecto inhibitorio (71). La ADPribosa ciclica es un segundo mensajero, que activa los RyR,
mientras que la unién de cafeina y rianodina modula la liberacion de Ca2* a través de un mecanismo
molecular diferente (69, 84).

Un mecanismo generalmente aceptado en la generacion de oscilaciones de Ca2* es la retroalimentacion
positiva de Ca2* en un proceso llamado liberacion de Ca?* inducido por Ca?* (CICR) (69, 70, 85). Este
mecanismo de retroalimentacion amplifica la sefial y actua tanto en IPsR como en RyR.

Sin embargo, cuando los niveles citosélicos de Ca2* aumenta arriba de 10-> M a 10 M, la unién de iones de
Ca?* a sitios inhibitorios bloquea la liberacion de Ca?* a través de IPsR y RyR.

Cuando los reservorios de Ca?* se vacian, se activa un mecanismo llamado entrada de Ca2* operada por
reservorios intracelulares (SOC) (86). La entrada SOC se encuentra principalmente en células no excitables
y esta regulada por las proteinas STIM1 y Orai1. Las proteinas STIM1, localizadas en la membrana de ER,
detectan el vaciamiento de ER y con esto se activa la entrada SOC a través del canal Orai1 localizado en la
membrana plasmatica (71).

2.4.2. Mecanismos de disminucion de Ca2*

El exceso de Ca?* se bombea hacia los reservorios RE/RS via la SERCA (Ca?*-ATPasa) o se remueve de la
célula a través de la Ca2*-ATPasas (PMCAs). El intercambiador Na*/Ca2* (NCX), dependiendo del gradiente
i6nico, también puede transportar Ca2* al exterior de la célula. Adicionalmente a estos mecanismos, el
uniportador mitocondrial actia disminuyendo rapidamente el exceso de Ca*2 citosélico (71). Los
mecanismos de bombeo se activan a diferentes concentraciones de Ca?* citosolico y tienen diferentes tasas
de transporte. La SERCA y la PMCA tienen alta afinidad y bajas tasas de transporte mientras que el
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uniportador mitocondrial y el NCX tiene baja afinidad y altas tasas de transporte (69). De esta manera las
células son capaces de expresar varias combinaciones de estas bombas de Ca2* que se adaptan a sus
necesidades especificas de sefializacion de Ca?*.

Existen varias proteinas dentro de las células que regulan temporal y espacialmente las sefiales oscilatorias
de Ca?*. El genoma humano codifica ~200 proteinas de union a Ca?* diferentes (70). Tales proteinas, como
la paralbumina, calbindina y calreticulina tienen diferentes capacidades amortiguadoras como también
patrones de expresion celular, con lo cual contribuyen en la regulacion de la concentracién citosélica de
Caz* (69). Los sitios de unién de estas proteinas empiezan a ocuparse durante la fase de aumento citosolico
del transitorio de Ca2*.

2.4.3. Decodificacion de las oscilaciones de Ca?t

Cuando una sefial de Ca2* se propaga a través del citoplasma, varios sensores de Ca?* pueden traducir la
sefal en respuestas celulares. La modulacion de la frecuencia y la amplitud se utilizan para codificar la sefial
que contiene la informacion (87). Se han propuesto una serie de proteinas como codificadores de las
oscilaciones de Ca?, de las cuales la calmodulina (CaM) ha sido la més estudiada (88). La CaM es una
proteina de 17 kDa con forma de mancuerna expresada ubicuamente. Cada uno de sus extremos globulares
contiene dos manos EF conectadas por una a hélice flexible (88). El Ca?* se une a la CaM con una Kq de
alrededor de 106 M, haciéndola un sensor ideal de Ca?*. Al unirse el Ca2*, la CaM experimenta un cambio
conformacional, exponiendo residuos hidrofobicos que facilitan la interacion del complejo Ca2*/CaM con
numerosas proteinas blanco, de este modo regula su funcionamiento (89). Los blancos de Ca2*/CaM
incluyen varios canales ionicos (en particular IP3R y RyR) bombas, factores de transcripcion, y varias
enzimas. Entre las proteinas de sefializacion blanco reguladas por Cazt/CaM se encuentran una familia de
proteinas cinasa Ser/Thr conocidas como CaM-cinasas (CaMKs), de las cuales la CaMKIl se ha propuesto
como un decodificador de las oscilaciones de Ca2* (90). Las bases bioquimicas detras de los mecanismos
de decodificacion aun no se entienden por completo. Sin embargo, la autofosforilacion de CaMKI tiene lugar
solo si la magnitud de la duracion del aumento en la sefial de Ca?* es el adecuado. La autofosforilacién
ocurre si dos moléculas Ca2?*/CaM se unen a dos subunidades de la misma enzima, primero una se une a
una subunidad dada y la activa, mientras que la segunda se une a una subunidad vecina, causando un
cambio conformacional que hace disponible al residuo Thr286 para su fosforilacién. Cuando la CaMKII se
fosforila permanece activa por varios minutos incluso después de que la concentracion de Ca?* citosdlico
regresa a su nivel basal. Si el siguiente aumento en la sefial oscilatoria se activa antes de que todas las
CaMKII se defosforilen, se consigue un efecto acumulativo dependiente de frecuencia. De esta manera, la
CaMKII puede integrar los transitorios de Ca?* a través del tiempo en una sefial de Ca?* oscilatoria, siempre
que ellas caigan dentro de la ventana de tiempo para la defosforilacion de las cinasa. Estas propiedades le
brindan a la CaMKI| la capacidad de decodificar las frecuencias de las oscilaciones de Ca?* (71).

2.4.4. Procesos bioldgicos regulados por oscilaciones de Ca%*

Existen muchos reportes que demuestran que las oscilaciones de Ca2* citosdlicas activan distintos procesos
biologicos. Entre los que se encuentran la secrecion de insulina (72, 91), el crecimiento celular (92), la
expresion de genes (75), la produccion de interleucinas (93), la hipertrofia (94), la filtracion glomerular (95),
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el crecimiento de dendritas (96) y la fecundacién, (97). Este ultimo proceso es el mas espectacular y el mas
estudiado en extenso, dicho proceso inicia cuando el espermatozoide interactia con el ovulo, disparando
oscilaciones de CaZ* que contintan por varias horas (97). Los espermatozoides le proporcionan la PLC; al
ovulo, con lo que se estimula la produccion de IP3 que activara a los IPsR (98). Las oscilaciones de Ca?*
resultantes disparan el programa del desarrollo al activar la maquinaria enzimatica involucrada en la division
celular. Después de eso una sefial transitoria de Ca?* dispara la division de una célula para formar las dos
células hijas.

2.4.5. Papel de las oscilaciones de Ca?* en la fisiologia de los espermatozoides de humano

En el caso de espermatozoides de humano se han observado oscilaciones de Ca2* en respuesta a
progesterona (99) en el 10% de las células analizadas, de manera interesante al aplicar gradientes de
progesterona (0-3 uM) el porcentaje de células que presentan este comportamiento aumenta a 40%, siendo
dosis dependiente. Al analizar la repercusion de estas oscilaciones sobre la movilidad se mostrd que este
comportamiento modulaba el batido flagelar del espermatozoide, un efecto que podria tener gran
importancia para la penetracién de las capas que recubren al ovulo, previo a la fecundacion (100).

Por otro lado, estudios en los que fue posible el monitoreo simultaneo de la RA y la movilizacién de la
movilizacion de Ca?*, revelaron que ~30% de los espermatozoides mostraban oscilaciones de Ca2*
espontaneas y que interesantemente este comportamiento correlacionaba con la ausencia de RA,
sugiriéndolas como un mecanismo para prevenir la RA en un momento inadecuado (45). Sin embargo, en
este Ultimo trabajo no se caracterizaron con detalle las oscilaciones de Ca?*, dejando abierto un campo
interesante a investigar. Ademas, el realizar estudios simultdneos de movilizacion de Ca*2 y RA en las
condiciones de pH semejantes a las que se enfrentan los espermatozoides de manera fisiologica desde que
ingresan al tracto genital femenino hasta que llegan al sitio de fecundacion contribuiré significativamente al
entendimiento de la RA.

3. HIPOTESIS
El pHe mantenido durante la capacitacion regula la reaccion acrosomal mediante la modulacién de las
oscilaciones de Ca*2 en los espermatozoides.

4, OBJETIVO GENERAL
¢ Investigar el efecto de capacitar a los espermatozoides de humano en distintos pHes sobre la

reaccion acrosomal y la movilizacion de Caz* mediados por Progesterona, Prostaglandina E1 y
GABA.

4.1. Objetivos particulares

g Determinar la repercusion que tiene el pHe mantenido durante la capacitacion sobre distintos
parametros marcadores de capacitacion.
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g Estudiar el efecto del pHe mantenido durante la capacitacion sobre los porcentajes de RA y la
movilizacion de Ca*2 mediados por Progesterona, Prostaglandina E1y GABA.

¢ Analizar detalladamente las oscilaciones de Ca2*y estudiar su farmacologia asi como también su
repercusion en la RA.

5. METODOLOGIA

5.1. Nado hacia arriba (swim-up) y capacitacion
Las muestras de semen se obtuvieron de donadores sanos, que cumplen con los parametros establecidos
por la Organizacion Mundial de la Salud para un individuo fértil (101), mediante masturbacion después de 48
horas de abstinencia sexual. Cada muestra se colecta dentro de un frasco estéril de plastico, y se incuba en
una cadmara humeda a 37°C y 5% de CO. durante ~30 minutos, promoviendo asi la licuefacciéon de la
muestra.
El método de nado hacia arriba se basa en la separacion de los espermatozoides mediante nado propio,
desde el fluido seminal hacia una capa superior de medio artificial dentro de un tubo de ensayo. Para lo cual
se colocan dentro de un tubo, 1 ml de semen previamente licuado, y sobre éste se agrega 1 ml de medio de
registro (MR: en mM: NaCl 94, KCI 4, NaHCO3 25, MgCl2 1, CaCl, 2, HEPES 30, D-Glucosa 5, piruvato de
sodio 1, &cido lactico 10; el pH se ajusta a 6.5, 7.4 u 8), evitando la mezcla de ambas fases. El tubo se
coloca con una inclinacién de 30° dentro de una gradilla y se incuba durante 1 hora en una cdmara humeda
a 37° Cy 5 % de CO.. Posteriormente las células mdviles se recuperan tomando los 750 pl superiores de la
fase de MR. Finalmente se cuentan las células con una camara de Makler y se ajusta la concentracion de
espermatozoides requerida (10x106/ml).
Los espermatozoides mdviles recuperados se incuban en medio no capacitante (MR sin NaHCO3) o en
medio capacitante (MR mas 5 mg/ml de BSA) durante 6 horas en una camara humeda a 37°C y 5% de COs..
El pH de cada medio varié de acuerdo a las condiciones del experimento: 6.5, 7.4 u 8). Al finalizar el tiempo
de capacitacion se toma el numero de espermatozoides requeridos para cada experimento.

5.2. Andlisis de los parametros marcadores de capacitacion

5.2.1. Medicion del CaZ*; mediante citometria de flujo

Los cambios en el Ca?* se monitorearon usando Fluo-3 AM. Al terminar el swim up o después de 6 horas
(T6) de incubar a los espermatozoides en medio capacitante o no capacitante a diferentes pHs (6.5, 7.4 y
8.0) se centrifugaron a 750 g por 5 minutos. Los espermatozoides se resuspenden en MR del pH respectivo
y se ajusta a una concentracion de 4x106cells/mL. Posteriormente los espermatozoides se cargan con el
indicador fluorescente al incubarlos con 1 uM de Fluo-3 AM durante 30 minutos a 37°C. Para cada
condicion experimental, se colocaron 500 uL de una suspension de células en un tubo para citometro y se
agregd 50 nM de ioduro de propidio (IP, indicador de viabilidad) previo a la coleccion de los datos. Los datos
de Forward scatter (FSC) y side scatter (SSC) se adquirieron de 20 000 eventos por muestra usando un
citdmetro FACSCanto II™ (Becton Dickinson). Se seleccionaron los filtros apropiados para Fluo 3 e IP. Los
niveles del umbral para FSC y SSC se ajustaron para excluir sefiales de restos celulares.
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5.2.2. Analisis de la movilidad

La medicion de la movilidad de los espermatozoides se realizd en el equipo Sperm Class Analyzer. Los
parametros de movilidad: Velocidad curvilinea (VCL), Velocidad lineal (VSL), Velocidad media (VAP), indice
de linealidad (LIN): VSL/VCL, indice de rectitud (STR): VSL/VAP, indice de oscilacion: WOB, wobble:
bamboleo: VAP/VCL, Amplitud lateral de la cabeza (ALH) y Frecuencia de batido (BCF) de por lo menos 200
células por condicion se calcularon por el software SCA motility de un conjunto de imagenes adquiridas a 50
Hz y con un objetivo 10X.

Del conjunto de parametros de movilidad obtenidos se consideraron hiperactivados aquellos que cuya VCL
fuera = 150 m/s, LIN <50% y ALH = 7 um (102).

5.2.3. Analisis del patron de fosforilacion de proteinas en tirosinas

Extraccion de proteinas. Al termino del swim up (T1) o después de 6 horas (T6) de incubacién en medio
capacitante a diferentes pHes (6.5, 7.4 y 8.0) se lavan 3x106 espermatozoides con MR, centrifugando dos
veces a 400 g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente las proteinas totales se solubilizan
con buffer Laemmli (Tris-HCI 0.0125 M pH 6.5, SDS 2%, glicerol 10%) hirviendo durante 5 minutos.
Enseguida se centrifuga a 13000 g durante 2 minutos, después de esto se recupera el sobrenadante y se
agrega 5% plv R-mercaptoetanol y 0.0005% de azul de bromofenol. Finalmente se hierven las muestras
durante 5 minutos para después separarlas mediante electroforesis en geles SDS-PAGE 10%.

Posterior a la electroforesis, las proteinas se transfieren a membranas de PVDF, esta se bloquea con leche
al 5% en TBS con 0.05% de Tween-20 (TBS-T: Tris-HCI 20 mM pH 7.6, NaCl 150 mM, Triton X-100 0.05%).
La membrana se mantuvo en agitacion constante a 4 °C durante toda la noche, con una dilucion 1:1000 del
anticuerpo primario anti-residuos de tirosina fosforilados en leche al 5% o anti-tubulina 1:1000.
Posteriormente se utiliza una dilucion 1:5000 del anticuerpo secundario anti-raton acoplado a peroxidasa de
rabano (HRP) en TBS-T y finalmente la sefial del anticuerpo secundario se detecta mediante
quimioluminiscencia (SuperSignal West Pico, Pierce No. 34080; siguiendo las indicaciones del proveedor) al
exponer la membrana a una placa fotografica.

Los resultados se analizaron mediante densitometria utilizando el software Image J (National Institutes of
Health, http://rsbweb.nih.gov).

5.3. Medicion simultanea de RA y [Ca2*]; en célula Gnica

Para el registro simultdneo de la RA y [CaZ], las células previamente capacitadas se incuban con el
colorante sensible a Ca*2 Fluo-3 AM 2 uM durante 30 minutos, después de esto, los espermatozoides se
centrifugan, lavan e incuban en MR (pH: 6.5, 7.4 y 8) conteniendo 10 yM de FM4-64 (durante 5 min), este
ultimo colorante estard presente en el medio extracelular a lo largo de todo el registro. Para estos
experimentos, los espermatozoides se adhieren de la cabeza a cubreobjetos cubiertos con poly-L-lysine
0.03 % (w/v). Los cubreobjetos se montan en una cdmara de registro (Harvard Apparatus, Holliston, MA,
USA) que se coloca en la plataforma, con temperatura regulada, de un microscopio invertido Olympus IX71
(Olympus Corporation, Tokyo, Japén). El suministro de la iluminacién estd mediado por Luxeon V Star
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Lambertian Blue LED. LXHL-LESC (Lumileds Lighting LLC, San José, CA, USA) instalado en una caja de
control estroboscdpico. EI LED esta sincronizado a la sefial externa de exposicion de una camara CCD via
la caja de control para producir un flash Unico de 2 ms de duracion por exposicién individual. El tiempo de
exposicion de la camara se ajusta de manera equivalente a la duracién del flash (2 ms). El intercambio entre
los filtros de emision se realizo con una rueda de filtros (LAMBDA 10-2, Sutter instrument CO, USA). Cada
par de imagenes se colecto cada 10 segundos (con un retraso de 400 milisegundos entre cada una) usando
el programa 1Q (Andor Bioimaging, Morrisville, NC, USA) y utilizando un objetivo Olympus 60X/1.42 AN
(apertura numérica) (aceite) durante 40 minutos. Los compuestos se agregaron manualmente con una
pipeta a los tiempos indicados en cada experimento. En los casos indicados se agregd ionomicina y MnCl,
al final de cada registro para normalizar las respuestas.

El andlisis de las imagenes se realiza utilizando los programas Microsoft Excel e Image J (National Institutes
of Health, http://rsbweb.nih.gov). Los valores de intensidad promedio de fluorescencia obtenidos de la
cabeza de los espermatozoides se normalizaron utilizando la ecuaciéon (F-Fun)/(Fmax-Fmn), donde F=
intensidad de fluorescencia medida en un tiempo dado, Fmax= intensidad maxima de fluorescencia obtenida
después de agregar 10 uM de ionomicina, y Fwn= intensidad minima de fluorescencia obtenida después de
agregar 5 mM de MnCly, estos valores se graficaron contra el tiempo. En los casos donde no se agregan
estos compuestos 0 no se observd respuesta a ellos se utilizé la siguiente ecuacion para normalizar las
respuestas: (F/F0)-1, donde F es la intensidad de fluorescencia al tiempo t y FO es la intensidad de
fluorescencia inicial antes de cualquier adicion y los valores se grafican contra el tiempo.

5.4. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media + SEM de al menos cinco experimentos independientes. Las
comparaciones entre el porcentaje de espermatozoides que experimentan la RA, el porcentaje de
espermatozoides que presentan oscilaciones de Ca?*, asi como las caracteristicas de estas oscilaciones
(frecuencia-amplitud-altura), se analizaron mediante una prueba de comparacién multiple, seguida de la
prueba posterior Tukey- Kramer. Para el analisis intraensayo de los efectos del inhibidor sobre las
oscilaciones de Ca?*, se empled una prueba t de student pareada. Los valores se consideraron
significativamente diferentes con valores de P<0.05 (*), P<0.01 (**) y P<0.001 (***).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. El pH. afecta el estado de capacitacion de los espermatozoides

Debido a que el estado de capacitacion esta directamente relacionado con el desencadenamiento de la RA
decidimos evaluar que tan capacitados se encontraban los espermatozoides en las distintas condiciones de
capacitacion (diferentes pHes), las cuales asemejan aquellas encontradas por los espermatozoides desde su
ingreso al tracto reproductor femenino (pH 6.5) hasta el sitio donde ocurre la fecundacion (8.0). Esto es muy
importante ya que aunque estan bien definidos los cambios que ocurren durante la capacitacion en distintos
parametros marcadores de este proceso, se desconoce si estos se alteran al modificar el pH del medio
capacitante ya que todos los estudios se han realizado en un medio con pH 7.4. Ademas esto cobra
relevancia al no estar del todo claro si este proceso ocurre en una region en particular del tracto reproductor
femenino o si es un proceso gradual que se va adquiriendo a lo largo del trayecto que recorren los
espermatozoides para encontrar al ovulo.

Dado que la capacitacion es un proceso complejo que involucra una gran variedad de cambios morfolégicos,
fisiologicos y bioquimicos no existe un método Unico y certero que permita la determinacion del estado de
capacitacion de los espermatozoides, por lo cual decidimos evaluar diferentes procesos que se han utilizado
como marcadores de capacitacion, estos son: aumento en la [Ca*2];, hiperactivacion y fosforilacién de
proteinas en tirosinas en espermatozoides incubados en medios con pHe 6.5, 7.4 u 8.0.

6.1.1. El aumento en la [Ca*2); de los espermatozoides es mayor cuando la capacitacion se lleva a
cabo a pH. 8.0.

Se sabe que la [Ca*2] aumenta con la capacitacion (10). Para que la capacitacion se lleve a cabo, ademas
de requerir de los tres elementos indispensables (Ca2*, HCOs- y BSA) para mimetizar el ambiente del
oviducto (12) se requiere cierto tiempo de incubaciéon en estas condiciones. En el caso de los
espermatozoides de humanos se ha determinado que se requieren al menos 6 horas de incubacién en un
medio con estos tres componentes (103).

Con base en esto realizamos las mediciones de la [Ca*2]; mediante citometria de flujo utilizando el colorante
fluorescente sensible a Ca?* Fluo-3 AM. Ademas de realizar las mediciones en condiciones capacitantes
(CAP) incluimos una condicion no capacitante (NC), en donde los espermatozoides se incuban en un medio
sin BSA ni bicarbonato. La [Ca*?]; se evalud a dos tiempos, saliendo del swim up (NC1 y CAP1) y después
de 6 horas de incubacion en medio no capacitante o capacitante (NC6 y CAP 6). Los resultados se
muestran en la figura 1.
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Figura 1. La [Ca*2]; de los espermatozoides es mayor cuando se capacitan a pHe 8.0. En las gréficas se
muestra la intensidad promedio de fluorescencia de Fluo 3 (Geo mean) para cada condicién (no capacitados
saliendo del swim up (NC1), después de 6 horas de incubacion en medio no capacitante (NC6);
espermatozoides capacitados saliendo del swim up (CAP1) y después de 6 horas de incubacién en
capacitante (CAPG)) a los tres diferentes pHes 6.5, 7.4 y 8.0. Los valores se presentan como promedio + error
estandar del promedio (S.E.M.). (n=5). Se realizaron pruebas de t-student pareadas para comparar el
cambio en la fluorescencia de Fluo 3, indicador de Ca*% al T1 con respecto al T6. Se indican las
diferencias que resultaron significativas con valores de p<0.05 (*).

Al graficar las intensidades medias de fluorescencia, aunque las diferencias no resultaron significativas, es
claro que hay una tendencia a que la [Ca*?); sea mayor conforme aumenta el pHe al que se exponen los
espermatozoides, observandose los mayores aumentos cuando los espermatozoides se capacitan en pHe
8.0, lo cual sugeriria que a este pHe los espermatozoides estan mas capacitados. Los altos niveles en la
[Ca*2] observados en espermatozoides capacitados a pHe 8 concuerdan perfectamente con el hecho de que
CatSper se activa con pHs alcalinos, sugiriendo que dicho aumento podria estar mediado por la actividad de
este canal.

Por otro lado, es importante mencionar que observamos que conforme se capacitan los espermatozoides
aumenta la [Ca*2);, tal como se ha reportado previamente y de manera interesante este fendmeno lo
observamos en cualquiera de los 3 pHes de capacitacion evaluados. Con esto confirmamos que en los tres
pHes los espermatozoides se capacitan, solo que el grado de capacitacién es mayor conforme aumenta el
pH del medio capacitante.

6.1.2. El porcentaje de espermatozoides hiperactivados aumenta cuando se exponen a pHes alcalinos

La hiperactivacion es un tipo de movilidad que les permite a los espermatozoides migrar a través del fluido
viscoelastico del oviducto, despegarse del istmo, una region del oviducto considerada como un reservorio
donde los espermatozoides pasan cierto tiempo adheridos hasta que adquieren este tipo de movilidad

Pagina | 25



indispensable para continuar su recorrido hacia el ovulo y atravesar la gruesa capa de células y la matriz
glicoproteica que recubren al ovulo (5).

La movilidad hiperactivada es muy importante ya que los espermatozoides que son incapaces de desarrollar
este tipo de movilidad son infértiles (104).

Evaluamos los distintos parametros de movilidad en condiciones no capacitantes y capacitantes, empleando
medios con pHes 6.5, 7.4 y 8.0. Ademas incluimos un inductor de hiperactivacion 4-Aminopiridina (4-AP 2
mM) como control positivo (105). Se estudiaron dos condiciones no capacitantes, una sin BSA ni
bicarbonato (NC1) y otra solo sin bicarbonato (NC2) y las mediciones se realizaron a dos tiempos, saliendo
del swim up (T1) y después de 6 horas de incubacién en el respectivo medio (T6).

Del conjunto de parametros de movilidad obtenidos cuantificamos el porcentaje de espermatozoides
hiperactivados (figura 2).
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Figura 2. Los espermatozoides se hiperactivan mas en pHe 8. En la grafica se muestran los porcentajes
de hiperactivacion de espermatozoides capacitados (CAP) y no capacitados (NC1: medio sin BSA ni
bicarbonato y NC2: medio sin BSA) a pHes: 6.5, 7.4 y 8.0 a diferentes tiempos: tiempo 1 (T1) saliendo del
swim up y después de 6 horas de incubacion en el respectivo medio (T6). Los valores se presentan como
promedio + error estandar del promedio (S.E.M.) n=5. La comparacién entre los porcentajes de
hiperactivacion en los tres rangos de pH evaluados se realizd mediante una prueba de comparacion mdiltiple y
una post-prueba de Tukey-Kramer. Se indican las diferencias que resultaron significativas con valores de
p<0.05 (*).
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Estos resultados muestran claramente que el mayor porcentaje de hiperactivacion se presenta cuando los
espermatozoides se incuban en medios con pH 7.4 u 8. Esto sucede en todas las condiciones tanto no
capacitantes como capacitantes. Estos resultados nos sugieren que contrario a lo reportado, en nuestras
condiciones experimentales, la adquisicion de la movilidad hiperactivada no depende del proceso de
capacitacion, mas bien parece completamente dependiente del pHe del medio, al observarse porcentajes
similares de hiperactivacion tanto en condiciones capacitantes como no capacitantes y que dichos
porcentajes Unicamente se modifican conforme aumenta el pHe.

Por otro lado, el hecho de observarse los mas altos porcentajes de hiperactivacion al incubar a los
espermatozoides en medios con pHe superiores a 7.4 concuerda con que la activacion de CatSper es
dependiente de alcalinizacidn y que ademas este canal esta implicado directamente en la regulacién de la
movilidad hiperactivada (104).

6.1.3. Los niveles de fosforilacion de proteinas en tirosinas son mayores a pHes alcalinos

Se ha reportado que durante la capacitacion se lleva a cabo la fosforilacién de un conjunto de proteinas en
tirosina (pTyr) de entre 40 y 120 kDa. Se propone que estas modificaciones en las proteinas son el producto
de que los aumentos en la [Ca*?)i y HCOs estimulan una cascada de sefializacién que promueve un
aumento en la actividad de la proteina cinasa A (PKA) con la consecuente fosforilacion de proteinas en
serina y treonina y posteriormente mediante un mecanismo no definido por completo se produce la pTyr
(106). Con lo cual se sugiere que la pTyr tiene un papel importante ya sea, en controlar eventos que
conducen a los espermatozoides al estado capacitado o a eventos que ocurren como una consecuencia
final del proceso de maduracion.

Nosotros analizamos el patron de fosforilacion de proteinas en tirosinas de espermatozoides que estuvieron
expuestos a medio capacitante pHe 6.5, 7.4 y 8.0, los resultados se muestran en la figura 3.
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Figura 3. El pHe afecta los niveles de fosforilacion de proteinas en tirosinas y estos aumentan con el tiempo
de capacitacion. a) En cada carril se cargaron las proteinas solubilizadas de 3X108 espermatozoides capacitados a
pHes: 6.5, 7.4, 8.0. Se muestra la fosforilacion de proteinas en tirosinas a diferentes tiempos: tiempo 1 (T1) saliendo
del swim up y después de 6 horas de incubar los espermatozoides en medio capacitante (T6). b) En la gréafica se
muestra el andlisis de la desitometria de las bandas observadas, se divide la intensidad de las bandas observadas
(sefialadas en el recuadro azul) entre la intensidad de la banda de tubulina utilizada como control de carga. Se
muestra un experimento representativo. Los valores se presentan como promedio + error estandar del promedio
(S.E.M.). (n=6). Se realizaron pruebas de t-student pareadas para comparar el cambio en la intensidad de las
bandas al T1 con respecto al T6. Se indican las diferencias que resultaron significativas con valores de p<0.05 (*) y
p<0.01 (**).

Como se puede observar en esta figura, los niveles de fosforilacion de proteinas en tirosinas aumentan
conforme aumenta el pH del medio capacitante y también conforme aumenta el tiempo en que los
espermatozoides estan en contacto con dicho medio.

Con estos resultados mostramos que al ser mas alcalino el pH del medio capacitante se provoca un
aumento en los niveles de fosforilacion de proteinas en tirosinas, siendo mayor el aumento a pHes 7.4 y 8.0
después de 6 horas de capacitacién. Con lo que se demuestra que un medio capacitante con pH 7.4 u 8.0
promueve de manera mas eficiente la capacitacion, esto solo si consideramos la fosforilacion de proteinas
en tirosinas como unico marcador de capacitacion.

Analizando los resultados obtenidos es claro que el pHe mantenido durante el tiempo de capacitacion es
clave en la determinacion del estado de madurez de los espermatozoides, ya que aunque en las tres
condiciones de capacitacion (medios con diferente pHe) se observaron los marcadores de este proceso:
aumento en la [Ca*?], hiperactivacion y fosforilacién de proteinas en tirosinas, el aumento en estos
parametros fue mayor en condiciones de capacitacién con pHe superior a 7.4, lo cual sugiere que este
proceso de maduracion se lleva a cabo mas eficientemente cuando los espermatozoides se capacitan en
pHes alcalinos, mientras que en pHes acidos el grado de capacitacidén es menor.

6.2. El pHe mantenido durante la capacitacion influencia la eficiencia de la RA

Con base en los resultados que nos indicaban que el grado de capacitacion depende del pHe mantenido
durante la capacitacion y que la RA es otro proceso que depende del estado de madurez en que se
encuentren los espermatozoides, decidimos evaluar la repercusion de capacitar a los espermatozoides en
pHe 6.5, 7.4 u 8.0 sobre los porcentajes de RA mediados por progesterona, GABA o PGE1 (compuestos que
los espermatozoides encuentran antes de hacer contacto con el ovulo) y la relacién intrinseca de este
proceso con los cambios en la [Ca2*]i. Para este fin evaluamos simultaneamente cambios en la [Ca?*] y la
RA en espermatozoides capacitados utilizando como marcadores de estos procesos Fluo 3 AM y FM4-64
respectivamente.

En la figura 4 se muestran trazos representativos de un espermatozoide llevando a cabo la RA (trazo rojo)
en respuesta a progesterona y el concomitante cambio en la [Ca?*] (trazo verde). El inicio de la RA se
identifica cuando aumenta la fluorescencia de FM4-64 y al mismo tiempo disminuye la de fluo 3. Estos
cambios en la fluorescencia indican que durante el proceso de RA el FM4-64 se incorpora a la nueva
membrana que se expone y mantiene durante este proceso exocitotico y, por otra parte, con respecto a la
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disminucion observada en la fluorescencia de fluo 3 puede deberse a que la [Ca2*]; disminuye y/o que parte
del colorante fluo 3 es expulsado de la célula.

En promedio es necesario que los espermatozoides estén en contacto con el inductor 15 minutos para que
ocurra la RA. Otra observacion interesante es que la RA se induce cuando hay un segundo pico en la [Ca2*];
posterior al producido en respuesta al inductor, tal como ya se ha reportado (45).

(FIF0)-1

0 10 20 30 40

Tiempo (minutos)

Figura 4. Dinamica del Ca?*i y RA en respuesta a progesterona. Se muestran las cinéticas representativas
de los cambios en la intensidad de fluorescencia de FM4-64 y Fluo 3 de un espermatozoide que experimenta la
RA inducida por progesterona 3 puM. El inductor se agregé a los 10 minutos después del registro. La grafica
muestra los cambios en la intensidad de fluorescencia contra el tiempo (minutos). n=>5.

Aunque ya se habia reportado que el colorante FM4-64 es un indicador de RA (45) realizamos experimentos
que nos permitieron confirmarlo. Para esto empleamos en conjunto con FM4-64 con otro indicador de RA
ampliamente utilizado: FITC-PSA, esta lectina reconoce proteinas glicosiladas presentes en el acrosoma. En
la figura 5 se muestran imagenes representativas en pseudocolor de espermatozoides cargados con estos
dos colorantes para monitorear la RA en respuesta a progesterona.

a) FM4-64

b) FITC-PSA

21.5 min
:
-
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Figura 5. Monitoreo simultaneo (FM4-64 y FITC-PSA) de la RA. Se muestran imagenes representativas de
espermatozoides marcados con los colorantes fluorescente indicadores de RA: a) FM4-64 y b) FITC-PSA para
ejemplificar la RA inducida con progesterona 3 uM (agregada al minuto 1) en espermatozoides capacitados 6
horas en pHe 8. Las cuatro imagenes son consecutivas en el tiempo. Las tres graficas de abajo (c) muestran
los cambios en la fluorescencia de FM4-64 y FITC-PSA de las tres células que llevaron a cabo el proceso de
RA, se indica con un niimero a que célula corresponde cada trazo. Se grafican los cambios en la intensidad
de fluorescencia contra el tiempo (minutos). n=3.

Como muestran estos resultados el colorante FM4-64 es un reportero confiable de la RA, ya que se observa
que el aumento en la intensidad de fluorescencia de este colorante, indicativo de que ocurrié la RA se
presenta un par de minutos antes con respecto a la de FITC-PSA, un reportero clasico de este proceso.

Una vez realizado la estandarizacion de las condiciones de registro realizamos los experimentos donde
monitoreamos los cambios en la [Ca%*] y RA en espermatozoides capacitados en los diferentes pHes (6.5,
7.4y 8.0). En la figura 6 podemos observar claramente que la RA inducida con cualquiera de los inductores
a pHe 6.5 es menor que a pHes 7.4 y 8. También observamos que no hay diferencias significativas entre los
porcentajes de RA producidos con PGE1 y GABA a estos dos ultimos pHes, sugiriendo que los pHes a los
cuales los espermatozoides estarian preparados para experimentar el proceso de exocitosis serian 7.4 y 8.
Por otra parte, en el caso de la RA inducida con progesterona, es muy claro que cuando los
espermatozoides se capacitan a pH 7.4 se observa un mayor %RA.

Estos resultados podrian sugerir que dependiendo de la molécula inductora que se trate existe un pH dptimo
al cual cada molécula ejercera su accion, es decir inducir la RA. Siendo a pH 7.4 para progesterona,
mientras que para el caso de GABA y PGE1 es indistinto que sea 7.4 u 8, ya que a ambos pHes los %RA
son muy similares.
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Figura 6. La reaccion acrosomal se favorece cuando el pHe mantenido durante la capacitacion es
alcalino. Se muestran los porcentajes de RA mediados por Progesterona, GABA y PGE1 en espermatozoides
capacitados durante 6 horas a pH: 6.5, 7.4 y 8.0. Ademas se muestra la RA inducida por la simple adicion de
MR como control. Los valores se presentan como promedio * error estandar del promedio (S.E.M.). n=5. La
comparacién entre los porcentajes de RA producidos en respuesta a los inductores probados en
espermatozoides capacitados en los tres rangos de pH evaluados se realizd mediante pruebas de t de student
no pareadas. Se indican las diferencias que resultaron significativas con valores de p<0.05 (*), p<0.01 (**) y
p<0.001 (***).

De manera interesante el uso del FM4-64 permitio detectar estructuras tipo apéndices que emergen de
distintas regiones de la cabeza las cuales Unicamente emergen de espermatozoides que experimentan la
RA, aunque no de todos los espermatozoides que reaccionan presentan apéndices (45). Sin embargo la
funcion o importancia de estas estructuras, si existe, aun es un misterio. En la figura 7 se muestran algunos
ejemplos de dichas estructuras y ademas se cuantifica su frecuencia de aparicion con respecto al pHe de
capacitacion y al inductor empleado.
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Figura 7. Emergen apéndices de la cabeza de espermatozoides que experimentan la RA. Se muestran algunos
de los diferentes apéndices que emergen tanto de la cabeza como del flagelo (a) revelados con FM4-64 (se indican
con una flecha). Las graficas (b) muestran los porcentajes de aparicion de apéndices en espermatozoides de
humano capacitados 6 horas a pH: 6.5, 7.4 y 8.0 con respecto a los inductores: progesterona, GABA y PGE1 y el
control (solo MR). Los valores se presentan como promedio + error estandar del promedio (S.E.M.). n=5. La
comparacién entre los porcentajes aparicion de apéndices en respuesta a los inductores probados en
espermatozoides capacitados en los tres rangos de pH evaluados se realizd mediante pruebas de t de student no
pareadas. Se indican las diferencias que resultaron significativas con valores de p<0.05 (*) y p<0.01 (**).
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Como se puede observar no existe preferencia en la aparicion de estas estructuras con respecto al inductor
y a la condicién de capacitacién. Lo que si es consistente es que estas estructuras solo aparecen en
espermatozoides que experimentan la RA, por lo cual los porcentajes de aparicion coinciden en tendencia
aunque no en numero con los porcentajes de RA obtenidos en estas mismas condiciones. El hecho de que
los porcentajes de RA y de aparicion de apéndices no sean idénticos se debe a que no todos los
espermatozoides que reaccionan presentan estas estructuras, por lo cual se vuelve importante caracterizar
la composicidn y funcion de estas estructuras tanto durante la RA como en el proceso de fusion de gametos.

6.3. Las oscilaciones de Ca?* son mas frecuentes a pH. 6.5 y correlacionan con la ausencia de
RA.

Ademas de analizar los porcentajes de RA de los experimentos anteriores también analizamos la dinamica
de la [Ca?*] de estas células y observamos que un porcentaje de células presentaban oscilaciones de Ca*?
y que de manera interesante los espermatozoides con este comportamiento no experimentaban la RA.
Estos resultados coinciden con una observacion reportada en un trabajo realizado por nuestro laboratorio
(45) empleando la misma estrategia experimental. Sugiriendo que el comportamiento oscilatorio de los
niveles de Ca2* podria ser un mecanismo de sefalizacién clave para determinar que un espermatozoide
lleve 0 no a cabo la RA. Por lo cual consideramos importante caracterizar en detalle dicho comportamiento y
su repercusion sobre la RA.

Al analizar los experimentos donde determinamos los %RA, encontramos que cuando la capacitacién se
lleva a cabo en pHe 6.5 se presentan los porcentajes mas altos de células oscilantes, mientras que a pHes
74 y 8 el porcentaje de células oscilantes es menor (figura 8). Ademas confirmamos que los
espermatozoides que presentan oscilaciones de Ca2?* no experimentan la RA y que estas oscilaciones
pueden ser desencadenadas en cierta medida por progesterona, GABA o PGE1 o espontaneas, al agregar
solo MR (figura 9).
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Figura 8. Las oscilaciones de Ca?* son mas frecuentes a pHe 6.5. En la grafica se muestran los
porcentajes de espermatozoides oscilantes observadas en diferentes pHes mantenidos durante 6 horas de
capacitacion: 6.5, 7.4 u 8.0 con respecto a los inductores: progesterona, GABA y PGE1 y el control (solo MR).
Los valores se presentan como promedio + error estandar del promedio (S.E.M.). n=5. La comparacion entre
los porcentajes de oscilaciones producidos en respuesta a los inductores probados en espermatozoides
capacitados en los tres rangos de pHe evaluados se realizd mediante pruebas de t de student no pareadas.
Se indican las diferencias que resultaron significativas con valores de p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.001 (***).
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Figura 9. Las oscilaciones de Ca?* impiden la RA. Trazos de fluorescencia representativos de
espermatozoides desplegando oscilaciones de Ca2* (Fluo 3) pero no RA (FM4-64) en respuesta a 3 uM de:
Pg, GABA, PGE1 o medio (control), los cuales se agregaron a los 10 minutos del inicio del registro. Se
grafican los cambios en la intensidad de fluorescencia contra el tiempo (minutos). n=>5.

Dado que este comportamiento oscilatorio claramente influye en la RA, sugerimos que dicho
comportamiento podria ser un indicativo de que los espermatozoides no estan preparados fisiologicamente
para experimentar la RA.

Con la intencion de determinar las caracteristicas de las oscilaciones antes y después de agregar cualquiera
de los inductores. Se analizé su frecuencia de aparicién (oscilaciones por minuto) tanto durante los primeros
10 minutos del registro sin adicién alguna y como después de agregar el inductor, por otros 30 minutos de
registro. Observamos que cuando el pHe del medio que promueve la capacitacion es 6.5 la adicion de
progesterona, GABA y PGE1 provoca que la frecuencia de las oscilaciones aumente, mientras que cuando
se agrega MR la frecuencia de estas no cambia. De manera interesante sucede lo contrario cuando el pH
del medio capacitante es 7.4 y 8.0, en estas condiciones la frecuencia de dichas oscilaciones disminuye
después de la adicion, incluso en la condicién control (MR) (figura 10).
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Figura 10. La frecuencia de las oscilaciones de Ca?* aumenta después de agregar el inductor a pHe 6.5,
mientras que a pHe 7.4 y 8.0 la frecuencia disminuye. Frecuencia promedio de las oscilaciones de Ca?
(picos por minuto) antes y después de agregar 3 puM de: Pg, GABA, PGE1, o medio (control) en
espermatozoides capacitados a pHe 6.5 (A), 7.4 (B) u 8.0 (C). Los valores representan el promedio+SEM de 5
donadores independientes (>100 células se analizaron por experimento). Se emplearon pruebas t-student
para comparar la frecuencia de las oscilaciones Ca%* antes y después de agregar el inductor. Se indican las
diferencias que resultaron significativas, p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.001 (***).

Estos resultados muestran que la frecuencia de las oscilaciones de Ca2* observadas cuando los
espermatozoides se capacitan en pHe 6.5 aumenta al agregarse alguno de los inductores de la RA. Esto lo
observamos independientemente del inductor empleado, con lo cual podemos sugerir que este aumento en
la frecuencia de las oscilaciones se debe al pHe mantenido durante la capacitacion y es independiente del
inductor de la RA al que se enfrenten los espermatozoides.

Por otro lado, en el caso de las oscilaciones observadas a pHe 7.4 y 8 se observd una disminucién en la
frecuencia de las oscilaciones de Ca?* posterior a la adicion de alguno de los inductores.
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(F-FMn)/(FMax-FMn)

Con estos resultados proponemos que la disminucion en la frecuencia en las oscilaciones seria un indicativo
de que la maquinaria requerida para llevar a cabo la RA se encuentra en las condiciones Optimas para
realizar su funcion y/o los espermatozoides se encuentran en un ambiente adecuado para llevar a cabo este
proceso que les permitira culminar con la fusion con el évulo. Lo cual tiene sentido con los reportes que
indican que el pH del sitio donde se lleva a cabo la fecundacién es alcalino y por tanto seria indicativo de
que los espermatozoides se encuentran en el sitio adecuado para reaccionar y fusionarse con el dvulo.

No obstante, el hecho de que la frecuencia de las oscilaciones en pH 6.5 aumente y en pH 8 disminuya
también en la respectiva condicion control, sugiere que el efecto observado en la frecuencia de las
oscilaciones se debe en mayor medida al pH del medio capacitante y no en respuesta al inductor.

Al analizar la frecuencia, altura y amplitud de las oscilaciones espontaneas de Ca?* encontramos que son
claramente distintas dependiendo del pHe mantenido durante la capacitacion. Siendo mas frecuentes y con
mayor altura en los espermatozoides capacitados a pHe 6.5 y de mayor amplitud en pHe 8 (Figura 11). Estas
diferencias podrian sugerir que las oscilaciones presentes en los distintos pHes codifican informacidn
diferente.
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Figura 11. Las oscilaciones de Ca?* espontaneas son diferentes dependiendo del pHe mantenido
durante la capacitacion. Trazos representativos de espermatozoides capacitados a pHe 6.5, 7.4 u 8
exhibiendo oscilaciones de Ca?* espontaneas. Las adiciones se realizaron a los 15 minutos: MR, a los 30
minutos: ionomicina 10 pM y a los 32.5 minutos: MnCl2 5 mM. La grafica muestra los cambios en la intensidad
de fluorescencia contra el tiempo (minutos). Se muestra la cuantificacion de la frecuencia (minutos), altura
(intensidad de fluorescencia) y amplitud (minutos) de las oscilaciones de Ca*2 espontaneas observadas. Los
valores se presentan como promedio + error estandar del promedio (S.E.M.). n=5. Se indican las diferencias
que resultaron significativas p<0.05 (*), p 0.01 (**) y p<0.001 (***).

Debido a nuestro interés en descifrar las implicaciones de las oscilaciones de Caz* en la RA, decidimos
continuar su estudio y para simplificar el analisis nos enfocamos en las oscilaciones espontaneas
(observadas en la condicién control) observadas cuando los espermatozoides se capacitan en pHe 6.5. La
eleccién se baso en que a este pH de capacitacién las oscilaciones son mas frecuentes y a que nuestros
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resultados sugieren que las oscilaciones de Ca?* espontaneas se producen principalmente por el pH
mantenido durante el tiempo de capacitacion y no en respuesta a la naturaleza del compuesto utilizado.

6.3.1. Los flujos externos de Ca?*y los reservorios internos de Ca2* estan involucrados en la
generacion de las oscilaciones de Ca?*

Para investigar si en la generacion de las oscilaciones de Ca2* espontaneas observadas estaba involucrada
la entrada de Ca?* o la liberacion de este ion de reservorios internos, realizamos registros simultaneos de
RA y [CaZ] en condiciones normales de [Ca?*]e: 2 mM o baja [Ca?*]e: 100 nM en espermatozoides
capacitados a pHe 6.5. En la figura 12 se muestran trazos representativos de la dindmica de la [Ca2*];
presentada por diferentes espermatozoides en estas condiciones. Como se puede observar, es evidente
que las oscilaciones de Ca?* espontaneas se eliminan por completo cuando [Ca?*]e es baja (Figura 12b). En
estas condiciones el porcentaje de RA fue muy bajo o nulo, como se determind previamente (Figura 6).
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Figura 12. Las oscilaciones de Ca?* espontaneas dependen de Ca?* externo. Trazos representativos de
fluorescencia de Ca?* (Fluo-3) de diferentes espermatozoides (cada linea representa un espermatozoide)
capacitados a pHe 6.5 e incubados en condiciones de [CaZ]e normal: (2mM azul) o bajo (100nM, rosa). Las
adiciones se realizaron a los 10 minutos: MR, a los 30 minutos: ionomicina 10 uM y a los 32.5 minutos: MnCla
5 mM. La gréafica muestra los cambios en la intensidad de fluorescencia contra el tiempo (minutos). En (b) se
muestra el porcentaje de espermatozoides mostrando oscilaciones de CaZ* en condiciones de [Ca%*]e normal
0 baja. Los valores en los representan el promedio+SEM de 5 donadores independientes (=100 células se
analizaron por experimento). Se indican las diferencias que resultaron significativas con valores de p<0.001

(***).

Una vez que demostramos que las oscilaciones de Ca2* espontaneas son dependientes de la entrada de
Ca?* externo, intentamos identificar las entidades moleculares involucradas en transportar este ion hacia el
interior de la célula. En este sentido, CatSper que es el principal canal de Ca2* presente en el
espermatozoide, y del cual existen reportes que indican que se encuentra parcialmente activo incluso a
bajos pHes tales como 6.0 (107, 108).
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Decidimos probar el efecto de HC-056456 10 uM (HC), un compuesto considerado como uno de los
bloqueadores de CatSper mas efectivo (109, 110) sobre las oscilaciones de Ca2* espontaneas. En la figura
13 observamos que el HC elimina las oscilaciones de Ca2* espontaneas (Figura 13). Sin embargo, en
nuestras condiciones experimentales la presencia de HC también provoco un aumento importante en la
[Ca2];, lo cual en algunos casos, condujo a la RA. Estos resultados confirman que ademés de bloquear a
CatSper, HC es capaz de provocar una movilizaciéon de Ca2*, por si mismo tal como lo reporto nuestro grupo
recientemente (110).
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Figura 13. HC inhibe las oscilaciones de Ca?* pero también aumenta los niveles de Ca%i. Se muestran trazos
representativos que ejemplifican la dinamica de la [Ca2*]i (Fluo 3: indicador de Ca?*) mediados por MR (control) (),
con 10 uM de HC (b). Las adiciones se realizaron a los 10 min: HC 10 uM o MR, a los 30 o 37 minutos: MR
ionomicina 10 uM y a los 32 o 39 minutos: MnCl2 5 mM. Las gréficas muestran los cambios en la intensidad de
fluorescencia contra el tiempo (minutos), cada linea de representa un espermatozoide. (n=5).

Como se puede observar claramente en estos resultados efectivamente el HC inhibe las oscilaciones de
Ca*2 espontaneas. Sin embargo también observamos que este inductor provoca que la [Ca?*]; aumente, con
lo cual se demuestra que el HC no es un inhibidor especifico de CatSper (ya que activa otras vias de
sefalizacion que modifican la [Ca?]), y por consiguiente no constituye una herramienta farmacologica
adecuada para tratar de descifrar el mecanismo por el cual se producen las oscilaciones de Ca*2

Hasta el momento no existen reportes de algun otro inhibidor del CatSper con mayor especificidad y sin
efectos secundarios. Sin embargo dada una colaboracion con el Dr. Publicover en universidad de
Birmingham, Inglaterra tuvimos acceso a un nuevo bloqueador de CatSper (X20) que esta en desarrollo por
lo que se desconoce su identidad quimica pero que de acuerdo a resultados de registro de corriente
mediante electrofisiologia y mediciones de [Ca%*], este compuesto promete ser un inhibidor méas especifico
de este canal, principalmente por no provocar un aumento en la [Ca2*]; por si mismo. Los resultados usando
este inhibidor sobre las oscilaciones de Ca2* se muestran en la figura 14.

Los registros se realizaron mediante la estrategia de perfusion (recambio de medio constante) y los
resultados muestran que las oscilaciones de Ca2* se inhiben con el compuesto X20, ademas este inhibidor
también fue capaz de inhibir la respuesta inducida por progesterona (aumento en la [Ca?*]), indicando de
manera mas fidedigna la participacion de CatSper en la mediacion de este comportamiento oscilatorio.
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Figura 14. X20 inhibe las oscilaciones de Ca%* espontaneas. Se muestran trazos representativos que
ejemplifican la dinamica de la [Ca?*]i (Fluo 3: indicador de Ca?*) observados en espermatozoides capacitados
en pHe 6.5 durante 6 horas al agregar X20 10 uM y después progesterona 3 uM (a); (b y ¢) X20 10 pM,
después progesterona 3 UM y después regresar a las condiciones basales, eliminando AR y progesterona. El
inhibidor X20 se agreg6 a los 15 minutos, a los 20 minutos se agreg6 progesterona: 3 UM y el regreso a las
condiciones basales se realizé a los 27 minutos. Las graficas muestran los cambios en la intensidad de
fluorescencia contra el tiempo (minutos). Se muestra un experimento representativo (n=3).

Continuando con la busqueda de las entidades moleculares involucradas en la generacién y mantenimiento
de las oscilaciones espontaneas de Ca?*, investigamos si los receptores de IP3 estaban participando. Para
tal fin probamos Xestospongina C (XC), un inhibidor de dichos receptores (111), a diferentes
concentraciones. Los resultados (figura 15) muestran que XC a las tres concentraciones probadas es capaz
de disminuir el porcentaje de células oscilantes y también disminuye su frecuencia.
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Figura 15. Xestospongina C inhibe las oscilaciones de Ca?* espontaneas. Se muestran trazos representativos
que ejemplifican la dinamica de la [Ca?*]i (Fluo 3: indicador de Ca?*) observados en espermatozoides (cada linea de
color representa un espermatozoide) capacitados a pH 6.5 durante 6 horas al agregar Xestospongina C (XC): 1 uM
(@), 3 UM (b) y 5 uM (c). Las adiciones se realizaron a los 10 minutos: XC, a los 35 minutos: ionomicina 10 uM y a
los 37.5 minutos: MnClz 5 mM. Las graficas muestran los cambios en la intensidad de fluorescencia contra el tiempo
(minutos). Se muestra un experimento representativo (n=5). En (d) se muestra la frecuencia de las oscilaciones Ca2*
(como nimero de picos por minuto) observadas antes de la adicion y después de la adicion de XC en
espermatozoides de humano capacitados 6 horas a pH: 6.5 con respecto las diferentes concentraciones de XC (1
MM, 3 uM y 5 uM). Los valores se presentan como promedio + error estandar del promedio (S.E.M.). n=5. Se
realizé una prueba de t-student no pareada para comparar la frecuencia de las oscilaciones de Ca?* antes y
después de agregar el inhibidor. Las diferencias entre el antes y después resultaron significativas con las 3
concentraciones probadas con valores de p<0.01 (**).

Con estos Ultimos resultados demostramos que los receptores de IP3 son componentes moleculares
importantes en la mediacién de las oscilaciones de Ca*2 ya que al tratar a los espermatozoides con este
compuesto disminuye tanto el porcentaje de células con este comportamiento como su frecuencia de
aparicién. Ademas, es importante mencionar que las diferentes concentraciones de XC probadas
provocaron el mismo efecto y que no se observaron diferencias significativas entre dichas concentraciones.
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Posteriormente probamos el efecto de tetracaina, un inhibidor de la liberacién de Ca2*a través de RyR (112)
sobre las oscilaciones de Ca?*. Los resultados (figura 16) muestran que al agregar tetracaina 2 mM se
eliminan por completo las oscilaciones de Ca2*, disminuyendo claramente la frecuencia de estas
oscilaciones posterior a la adicion de este inhibidor.

Con estas evidencias podemos sugerir que los receptores de rianodina participan en la mediacion de las
oscilaciones de Ca?* espontaneas, haciendo evidente la participacion de los reservorios de Ca2* en este
proceso. Ademas estos resultados concuerdan con los de Publicover et al., 2004 (100) donde muestra que
tetracaina inhibe las oscilaciones de Ca?* mediadas por progesterona. Lo cual quiere decir que sin importar
el mecanismo por el cual se desencadenen las oscilaciones, los receptores de rianodina son indispensables
para este proceso.
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Figura 16. Tetracaina inhibe las oscilaciones de Ca?* espontaneas. Se muestran trazos representativos
que ejemplifican la dindmica de la [Ca2?*] (Fluo 3: indicador de Ca?*) observados en espermatozoides
capacitados (cada linea de color representa un espermatozoide) en pHe 6.5 durante 6 horas al agregar medio
de registro (MR) (a) o Tetracaina 2 mM (b). Las adiciones se realizaron a los 10 minutos: MR o Tetracaina, a
los 25.5 minutos: ionomicina 10 uM y a los 30 minutos: MnCl2 5 mM. Las gréficas muestran los cambios en la
intensidad de fluorescencia contra el tiempo (minutos). Se muestra un experimento representativo (n=5). En
(c) se muestra la frecuencia de las oscilaciones de CaZ* (como nimero de picos por minuto) observadas
antes de la adicion del inductor y después de la adicion de este (a los 10 y 5 minutos, y 25 minutos) en
espermatozoides de humano capacitados 6 horas a pH: 6.5 con respecto MR o Tetracaina. Los valores se
presentan como promedio * error estandar del promedio (S.E.M.). n=5. Se realizé una prueba de t-student no
pareada para comparar la los porcentajes y la frecuencia de las oscilaciones de CaZ producidas en
respuesta @ MR o Tetracaina en espermatozoides capacitados antes y después de la adicidn. Solo con
tetracaina las diferencias resultaron significativas con valores de p<0.001 (***).
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Debido a que hay reportes que sugieren que la tetracaina, ademas de inhibir a los RyR, también ejerce un
efecto inhibitorio sobre la Ca2* ATPasa y al intercambiador Na*/Ca2* (113, 114), decidimos probar el efecto
de otros inhibidores de dichos receptores sobre las oscilaciones de Ca*2 espontaneas.

Empezamos probando el efecto de dantroleno, inhibidor de los RyR aplicado a diferentes concentraciones,
sin embargo no observamos que este compuesto afectara la frecuencia de las oscilaciones de Ca?* (figura
17). Esto podria deberse a que posiblemente dicho compuesto no esta afectando a la isoforma del RyR
presente en los espermatozoides de humano. Lo cual sugerimos con base en reportes que proponen que el
dantroleno tiene un efecto diferencial dependiendo de la isoformas de los RyR en cuestion (115).

Por otro lado la disminucion inmediata en la fluorescencia que observamos posterior a la adicion de este
compuesto podria sugerir que ocurre una inhibicion transitoria de los RyR que se revierte a los pocos
minutos.
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Figura 17. Dantroleno no afecta las oscilaciones de Ca?* espontaneas. Se muestran trazos
representativos que ejemplifican la dindmica de la [Ca?*] ( (Fluo 3: indicador de Ca?*) observados en
espermatozoides (cada linea de color representa un espermatozoide) capacitados a pH 6.5 durante 6 horas al
agregar Dantroleno 10 uM (a) 50 uM (b) y 100 uM (c). Las adiciones de Dantroleno se realizaron a los 15
minutos, a los 30 minutos: ionomicina 10 uM y a los 32.5 minutos: MnCl2 5 mM. Las graficas muestran los
cambios en la intensidad de fluorescencia contra el tiempo (minutos). Se muestra un experimento
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representativo (n=3). En d se muestra la frecuencia de las oscilaciones de Ca2* (como numero de picos por
minuto) observadas antes y después de la adicion Dantroleno. Los valores se presentan como promedio +
error estandar del promedio (S.E.M.). n=3. Se realizé una prueba de t-student no pareada para comparar la
frecuencia de las oscilaciones de Ca?* antes y después de agregar el inhibidor. No hubo diferencias
significativas.

Posteriormente probamos el efecto de rianodina, ya que se ha demostrado que a concentraciones mayores
a 100 uM altera la conductancia del canal de rianodina manteniéndolo en un estado cerrado (116). El efecto
de este compuesto sobre las oscilaciones espontaneas de Ca2* se muestra en la figura 18.
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Figura 18. Rianodina disminuye la frecuencia de las oscilaciones de Ca?* espontaneas. Se muestran
trazos representativos que ejemplifican la dinamica de la [Ca?*]i (Fluo 3: indicador de Ca?*) observados en
espermatozoides (cada linea de color representa un espermatozoide) capacitados en pHe 6.5 durante 6 horas
al agregar rianodina 100 uM (a) y 500 uM (b). Las adiciones de rianodina se realizaron a los 15 minutos, a los
30 minutos: ionomicina 10 uM y a los 32.5 minutos: MnCl2 10 uM. Las graficas muestran los cambios en la
intensidad de fluorescencia contra el tiempo (minutos). Se muestra un experimento representativo (n=5). En ¢
se muestra la frecuencia de las oscilaciones de Ca2* (como niimero de picos por minuto) observadas antes y
después de la adicidon Rianodina 100 uM y 500 uM. Los valores se presentan como promedio + error
estandar del promedio (S.E.M.). n=5. Se realiz6 una prueba de t-student no pareada para comparar la
frecuencia de las oscilaciones de Ca2* antes y después de agregar el inhibidor. Solo resultaron significativas
las diferencias en el tratamiento con 500 pM de Rianodina con valor de p<0.001 (***).
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Como muestran estos resultados, la frecuencia de las oscilaciones disminuyo al agregar 500 uM de
rianodina, lo cual quiere decir que estos receptores efectivamente estan implicados en la generacién de las
oscilaciones de Caz* espontaneas. Sin embargo, el hecho de que este compuesto no elimine las
oscilaciones por completo, tal como lo hace la tetracaina, quiere decir que efectivamente la tetracaina podria
estar afectando la funcién de otras entidades moleculares importantes en la generacion de las oscilaciones.

Continuando con la identificacién de los componentes moleculares que pudieran estar involucrados en la
generacion de las oscilaciones de Ca2?* que hemos descrito, decidimos enfocarnos en estudiar la
participacion de las Ca2*-ATPasas tanto de la membrana plasmatica como también la presente en pozas
internas de Ca?*, ya que estas constituyen dos de los principales mecanismos de remocion de Caz*
citésolico, ya sea expulsandolo de la célula o secuestrandolo en pozas internas de Ca2*. Para este fin
probamos el efecto de quercetina, inhibidor de la Ca2*-ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA4) (117 y
118) y tapsigargina, inhibidor de la Ca2*-ATPasa encontrada en pozas internas de espermatozoides de
humano (SPCA1) (119).
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Figura 19. Quercetina disminuye la frecuencia de las oscilaciones de Ca?* espontaneas. Se muestran
trazos representativos que ejemplifican la dinamica de la [Ca?*]i (Fluo 3: indicador de Ca?*) observados en
espermatozoides (cada linea de color representa un espermatozoide) capacitados a pH 6.5 durante 6 horas al
agregar quercetina: 25 uM (a), 50 uM (b) y 100 uM (c). Las adiciones del vehiculo y quercetina se realizaron
a los 15 minutos, a los 30 minutos: ionomicina 10 uM y a los 32.5 minutos: MnCl2 10 puM. Las gréaficas
muestran los cambios en la intensidad de fluorescencia contra el tiempo (minutos). Se muestra un
experimento representativo (n=5). ). En d se muestra la frecuencia de las oscilaciones de Ca?* (como numero
de picos por minuto) observadas antes y después de la adicion quercetina 25 pM, 50 uM y 100 M. Los
valores se presentan como promedio + error estandar del promedio (S.E.M.). n=5. Se realiz6 una prueba de t-
student no pareada para comparar la frecuencia de las oscilaciones de Ca?* antes y después de agregar el
inhibidor. Solo resultaron significativas las diferencias en el tratamiento con 50 uM y 100 uM de quercetina
con valores de p<0.01 (***) y p<0.001 (***) respectivamente.

Los resultados obtenidos utilizando quercetina (Figura 19) muestran claramente que la frecuencia de las
oscilaciones de Ca2* disminuye y que esta disminucion es dependiente de la concentracion empleada. Las
oscilaciones de Ca?* espontaneas disminuyen completamente al agregar 100 uM de dicho compuesto.
Tales resultados sugieren que PMCA4 es un componente clave en la mediacion de las oscilaciones. Sin
embargo, este compuesto indujo una disminucioén inicial en la [Ca2*]; y esto no puede explicarse de acuerdo
a su efecto inhibitorio sobre esta bomba de Ca2*, ya que como mencionamos previamente su funcién es
expulsar Ca2* de la célula. Por lo cual es mas probable que este compuesto este inhibiendo la entrada de
Ca?* ala célula a través de un canal de Ca2*de la membrana plasmatica. En este sentido, recientemente un
trabajo mostro que quercetina inhibe las corrientes de los canales ionicos sensibles a acidificacion (ASIC)
(120), estos canales aunque principalmente conducen Na* también son capaces de permitir el flujo de Ca2*,
por lo cual podrian ser los candidatos para explicar el efecto que hemos observado, sin embargo la
presencia de estos canales no se ha reportado en espermatozoides.

En cuanto a los resultados obtenidos con tapsigargina, encontramos que este compuesto inhibe las
oscilaciones de Ca?* espontaneas (figura 20). Probamos concentraciones ya reportadas de tapsigargina
para inhibir a la SPCA1 (119), sin embargo encontramos que con concentraciones de 10-30 uM aunque
desaparecen las oscilaciones también se induce un alto porcentaje de RA. Mientras que bajas
concentraciones (1 pM) no afectan en lo mas minimo el comportamiento oscilatorio, con esta ultima
concentracion de tapsigargina se inhibe la activad de la Ca2*-ATPasa del reticulo sarco endoplasmico
(SERCA), lo cual sugiere que la SERCA no esta involucrada en la generacion de las oscilaciones de CaZ
espontaneas que hemos registrado en espermatozoides.

En resumen, nuestros resultados muestran que la SPCA1 localizada particularmente en pozas internas de
espermatozoides es un componente importante en la mediacion de las oscilaciones de Ca2* espontaneas, y
que con 5 uM de tapsigargina es posible inhibir dichas oscilaciones sin afectar considerablemente el
proceso de RA.
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Figura 20. Tapsigargina inhibe las oscilaciones de Ca?* espontaneas. Se muestran trazos
representativos que ejemplifican la dinamica de la [Ca?]i (Fluo 3: indicador de Ca2*) observados en
espermatozoides (cada linea de color representa un espermatozoide) capacitados a pH 6.5 durante 6 horas al
agregar tapsigargina: 30 uM (a), 20 uM (b), 10 uM (c), 5 uM (d) y 1 M (e). Las adiciones se realizaron a los
15 minutos: tapsigargina, a los 30 minutos: ionomicina 10 uM y a los 32.5 minutos: MnCl2 5 mM. Las gréficas
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muestran los cambios en la intensidad de fluorescencia contra el tiempo (minutos). Se muestra un
experimento representativo (n=5). En f se muestra la frecuencia de las oscilaciones Ca?* (como numero de
picos por minuto) observadas antes de la adicion tapsigargina y después de su adicién Los valores se
presentan como promedio + error estandar del promedio (S.E.M.). n=5. Se realiz6 una prueba de t-student no
pareada para comparar la frecuencia de las oscilaciones de Ca%* antes y después de agregar el inhibidor. A
excepcion de tapsigargina 1 uM, todas las diferencias resultaron significativas con valores de p<0.001 (***).

Como hemos mostrado, distintas entidades moleculares estan involucradas en mediar las oscilaciones de
Ca%* que hemos descrito, ya que los inhibidores que hemos probado afectan considerablemente la
frecuencia de estas oscilaciones y en algunos casos las eliminan completamente (figura 21). Por lo cual, y
debido nuestra propuesta de que las oscilaciones previenen la RA, decidimos probar si al inhibirlas
farmacolégicamente podiamos ahora observar la RA inducida por progesterona.

Frecuencia de las oscilaciones de
Ca*2 espontéaneas
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g 021 Ry 500 uM
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Figura 21. Canales de Ca%* y Ca?*-ATPasas estan involucradas en la generacion de oscilaciones de
Ca?* espontaneas. Se muestra la frecuencia de las oscilaciones CaZi (como nimero de picos por minuto)
observadas antes de la adicion MR, HC, Tetracaina, Rianodina, Quercetina, XC y Tapsigargina y después de
su adicion. Los valores se presentan como promedio + error estandar del promedio (S.E.M.). n=5. Se realiz6
una prueba de t-student no pareada para comparar la frecuencia de las oscilaciones de Ca?* antes y después
de agregar el inhibidor. A excepcion de MR, todas las diferencias resultaron significativas con valores de
p<0.001 (***).
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6.3.2. La inhibicion farmacoldgica de las oscilaciones de Ca%*a pH. 6.5 restaura la habilidad de los
espermatozoides de experimentar la RA cuando se exponen a progesterona.

Inhibimos las oscilaciones de Ca*? espontaneas artificialmente con tetracaina 2 mM, rianodina 500 uM y
quercetina 50 uM y posteriormente les agregamos progesterona 3 UM a los espermatozoides y, dado que
en las mismas células se monitoreo tanto la [Ca2*]i como la RA (con el colorante FM4-64) fue posible
encontrar que hay un porcentaje significativo de espermatozoides en los cuales, una vez que se bloquean
las oscilaciones de Ca*2 y posteriormente se estimulan con progesterona, estos son capaces de

experimentar la RA,

incluso alcanzando porcentajes similares a los encontrados cuando los

espermatozoides capacitados a pHe 7.4 se exponen a la misma concentracion de progesterona (figura 22).
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Figura 22. La inhibicion farmacoldgica de las oscilaciones de Ca?* observadas en espermatozoides
capacitados a pHe 6.5 restaura la habilidad de los espermatozoides de experimentar la RA en
respuesta a progesterona. Trazos representativos de Ca?* (Fluo-3) y RA (FM4-64) de espermatozoides
antes y después de agregar tetracaina 2 mM: Tetra (a), rianodina 500 puM: Ry (b) o 50uM quercetina: Quer
(c), seguidos por 3 uM de progesterona: Pg. d) Porcentaje de células experimentando la RA, en respuesta a:
medio, 3 M Pg, 2 mM tetracaine+3 uM Pg, 500 uM ryanodine+3 puM Pg, 50uM quercetin+3uM Pg. El
porcentaje de células que experimentan la RA inducida por 3uM Pg en espermatozoides capacitados en pHe
7.4 se muestra para comparacion. Los valores representan el promedio+SEM de 5 donadores independientes
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(=100 ceélulas se analizaron por experimento). Se indican las diferencias que resultaron significativas, p<0.001

(***).

Estos resultados cobran relevancia desde el punto de vista fisiolégico ya que se ha reportado que el pH del
mucus cervical es un factor determinante en la interaccién espermatozoide-mucus y que pHs <6.5 de este
fluido estan relacionados con problemas de infertilidad (121).

Respecto a las oscilaciones de Ca*?, este tipo de comportamiento ya se ha reportado previamente en el
espermatozoide de humano, solo que dicho comportamiento fue desencadenado por progesterona y se
propuso estaba relacionado con cambios en los patrones de movilidad del espermatozoide (100). Mientras
que en nuestro caso las oscilaciones de Ca*2 caracterizadas son espontaneas y es la primera vez que se
ha estudiado en detalle la repercusion de estas sobre la RA.

Del conjunto de resultados obtenidos con las herramientas farmacolédgicas que utilizamos proponemos que
el mecanismo responsable para la generacion y mantenimiento de las oscilaciones de Ca*? podria ser
desencadenado por una entrada de Ca*2 externo y luego mantenido por un vaciamiento y llenado ciclico de
pozas internas de Ca*?, estos reservorios podrian ser la envoltura nuclear redundante, el acrosoma o las
mitocondrias. La primera entrada de Ca*2 podria ser a través de CatSper (debido a su actividad basal) (107),
posteriormente este ligero aumento en el Ca*2 citésolico podria activar a los RyR (122) y a la PLCS (123), la
activacion de esta enzima generaria el IP3 que a su vez activaria a los IPsR (124). La activacién de estos
dos canales provocaria un aumento en el Ca*2 citésolico, estos niveles altos de Ca*2 posteriormente serian
removidos por las Ca2*-ATPasas, PMCA4 y SPCA1 (Figura 23).
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Figura 23. Mecanismo propuesto para la generacion de
las oscilaciones de Ca*2 espontaneas. Entrada de Ca%* a
través de CatSper (actividad basal) induce un ligero
Tetracaina aumento en el Ca?* citosdlico, el cual activa al RyR y a la
Rianodina Tapsigargina PLC9, la activacion de esta enzima genera IP3, el cual es el
activador de los IPsR. La activacién de estos dos canales
induce un aumento en el Ca?*citosolico. Dicho aumento se
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7. CONCLUSIONES

Mostramos que un medio capacitante con pH de 7.4 o superior (pH 8) promueve de manera mas eficiente la
capacitacion ya que al incubar a los espermatozoides en dichos medios capacitantes durante 6 horas,
observamos: mayor aumento en los niveles de Ca*%, mayor porcentaje de hiperactivacion y niveles mayores
de fosforilacién de proteinas en tirosinas. Con lo cual podemos sugerir que conforme los espermatozoides
van avanzando en el tracto genital femenino hacia regiones donde el pH es mas alcalino van adquiriendo las
diferentes caracteristicas que les proporcionan la habilidad de poder fecundar al ovulo, y que ademas al
acercarse al ampula, el sitio donde ocurre la fecundacién y donde el pH es 8 la capacidad de los
espermatozoides para fusionarse con el ovulo es un poco mejor que en pH 7.4. Esto es evidente aunque no
es realmente significativo, lo cual sugiere que aunque a pH 7.4 los espermatozoides tienen la habilidad de
fecundary el estar en pH 8 se asegura el éxito en la fecundacién.

En cuanto a los resultados de RA, encontramos que los pHes de capacitacion que permiten que los
espermatozoides sean capaces de experimentar este proceso de manera mas eficiente son 7.4 y 8.0. Sin
embargo, al no haber diferencias significativas entre los porcentajes de RA cuantificados en estas dos
condiciones de capacitacion podemos concluir que con capacitar a los espermatozoides a pH =7.4 asegura
que los espermatozoides estan completamente preparados para llevar a cabo la RA.

Por otro lado, adicional al comportamiento oscilatorio de los niveles de Ca?*; inducidos por progesterona
reportados previamente, observamos que GABA y PGE1 también son capaces de inducir oscilaciones de
Caz*. De manera interesante este comportamiento oscilatorio es mas frecuente cuando los espermatozoides
se capacitan en pHe 6.5. Esto lo observamos incluso en condiciones control (MR): oscilaciones
espontaneas.

Los espermatozoides que presentan oscilaciones de Ca2* no son capaces de experimentar RA, y esto
concuerda perfectamente con el hecho de que cuando los espermatozoides se capacitan en pHe 6.5
observamos los porcentajes mas bajos de RA.

Al investigar que componentes moleculares podrian estar involucrados en la generacién y mantenimiento de
las oscilaciones de Ca?* espontaneas, mediante herramientas farmacoldgicas encontramos que las
oscilaciones de Ca?* dependen de Ca2* externo y se inhiben con HC (inhibidor de CatSper). Ademas
también los receptores de rianodina y los IP3sR mostraron estar involucrados en este comportamiento
oscilatorio. Por otra parte las Ca*2ATPasas tanto de la membrana plasmatica (PMCA4) como la encontrada
en pozas internas (SPCA1) juegan un papel importante.

Demostramos el papel tan importante que juegan las oscilaciones de Ca2* en el desencadenamiento de la
RA, al mostrar que una vez que bloqueamos las oscilaciones espontaneas de Ca*2 con tetracaina, rianodina
y quercetina se logra que los espermatozoides capacitados en pHe 6.5 sean capaces de experimentar la RA
al exponerse a progesterona, alcanzando porcentajes similares a los producidos cuando la capacitacion se
lleva a cabo en pHe 7.4 en respuesta a la misma concentracion de progesterona.

Nuestros resultados demuestran que las caracteristicas de las oscilaciones de Ca2* en espermatozoides de
humano estan relacionadas con las condiciones del medio mantenidas durante capacitacién. Sin embargo,
los espermatozoides se enfrentan a varias condiciones dentro del tracto reproductor femenino, incluyendo
una variedad de moduladores moleculares y cambios en el pHe. En este trabajo, fijamos el pHe a lo largo de
todo el experimento; por lo cual valdria la pena estudiar como cambios graduales en el pHe afectan la

dinamica de [Ca*] y la RA.
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8. PERSPECTIVAS

Dado que las evidencias en las que mostramos que CatSper es una entidad molecular importante para la
generacion de las oscilaciones de Ca2* no son del todo contundentes debido a los efectos secundarios que
provoca el inhibidor utilizado y por otra parte al hecho de que este canal es activo a pHs alcalinos, lo cual
significaria que a pH 6.5 su actividad no podria ser la dptima, seria necesario utilizar algun otro inhibidor que
mas especifico para comprobar la participacion de este canal.

Ademas también seria importante investigar si algun otro canal es capaz de mediar el influjo de Ca?*, por
ejemplo el TRPV1, ya que se sabe que a pHs acidos este canal podria activarse por temperaturas similares
a las utilizadas en los registros. En este sentido valdria la pena probar si un inhibidor de este canal es capaz
de inhibir las oscilaciones.

En lo referente al efecto contradictorio provocado por quercetina sobre los niveles de Ca2*, seria importante
probar algun otro inhibidor de la PMCA4 para corroborar la participacion de esta Ca*ATPasa en la
generacion de las oscilaciones de Caz*.

Por otro lado también seria importante estudiar como cambios graduales en el pHe afectan la dinamica de
[Ca2*]i y la RA.
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