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RESUMEN

Durante su camino por el tracto uterino hacia el ovocito, el espermatozoide
lleva a cabo un aumento en la motilidad, hiperactivandola, se inicia la
capacitacion espermatica que involucra la activacion de la adenilato ciclasa,
que forma el AMPc y activa en consecuencia la proteina cinasa A, (PKA, via
AC/AMPc/PKA), y por contacto con la ZP3 de la zona pelucida del évulo, se
presenta la reaccion acrosémica. Estos fendmenos requieren de mecanismos
dependientes de transporte de calcio. El empleo de técnicas épticas con fura 2
han permitido el estudio de los canales ibnicos en espermatozoides con lo cual
se han detectado la presencia de canales de calcio dependientes de voltaje
(CCDV). Estos canales se estimulan durante la capacitacion espermatica y por
la accion de la progesterona, ademas de que su actividad se incrementa con la
alcalinizacién del pHi.

El mecanismo por el cual los CCDV aumentan su actividad podria ser
por una estimulacion del pHi que se presenta durante la capacitacién, de ~6.7 a
6.81, o por estimulacién de un regulador bioguimico que también aparece en la
capacitacion como el AMPc, PKA o la tirosina cinasa (TK). En un trabajo previo
se observo que la alcalinizacién del pHi 6.7 a 6.81 era suficiente para producir
s6lo ~30% de la estimulacion total de los canales observada en la capacitacion.

El objetivo de este trabajo fue investigar el efecto del AMPc sobre los
CCDV vy su sensibilidad al pHi en el espermatozoide humano capacitado. Para
tal efecto, se utilizaron 2 enfoques experimentales: 1) el uso de
espermatozoides no capacitados a los que se les elevé el AMPc in vitro 'y 2)
espermatozoides capacitados que de por si tienen el AMPc elevado respecto a
los no capacitados.

Se trabajd con muestras de espermatozoides normospermicos no
capacitados y capacitados cargados previamente con fura-ff (detector de
calcio) o con BCECF (detector de pHi). El fura-ff se seleccioné por su rango de
deteccién del orden micromolar. Para elevar el AMPc en espermatozoides no
capacitados, se probaron diversos agentes quimicos y se evaluaron siguiendo
un ensayo biolégico de motilidad, que se sabe es dependiente de AMPc y PKA,
sensible al H89 (inhibidor de la PKA). El inhibidor de fosfodiesterasas,

papaverina, resultoé ser el agente mas activo (0.5 mM incubados 5 minutos).



Bajo estas condiciones se cuantifico el AMPc y se encontré que la
papaverina cuadruplicd los niveles en comparacion con los espermatozoides no
capacitados, en tanto que en los espermatozoides capacitados durante 4 horas
el incremento de AMPc solo se duplicé.

En el espermatozoide no capacitado la papaverina estimuld la entrada
de calcio a través de los CCDV a niveles muy similares que el capacitado y
esta estimulaciéon, al contrario del efecto sobre la motilidad, aumenté
ligeramente con H89. La ausencia del efecto inhibitorio del H89 hace suponer
que el AMPc estimulé a los CCDV por un mecanismo independiente de la
activacién de la PKA y que, por el contrario a lo inicialmente supuesto, la PKA
inhibiria los CCDV.

La papaverina también increment6 el pHi a niveles parecidos al del
espermatozoide capacitado, de manera independiente de H89, y aumenté los
niveles de calcio intracelular, aunque a niveles mas altos de los encontrados en
el espermatozoide capacitado. Dado que los CCDV son sensibles al pHi se
investigd la dependencia del pHi en estas células. Se encontr6 que la
papaverina aument6 3 veces la sensibilidad de los CCDV al pHi respecto a los
espermatozoides no tratados. Interesantemente, en el espermatozoide
capacitado, la sensibilidad de los CCDV al pHi aumenté aun mas, alrededor de
7 veces. Esto sugiri6 que estos canales, ademas del pHi y el AMPc, se
modulan por otro(s) efector(es) bioquimico(s) que aparecen durante la
capacitacion. Ademas, se encontré que la capacidad amortiguadora de las
células disminuye tanto en los espermatozoides capacitados como en los no
capacitados tratados con papaverina.

Concluimos que los CCDV en el espermatozoide humano son sensibles
a efectores asociados a la capacitacién como el pHi y el AMPc, favoreciendo la
permeacion a calcio. Cabe sefalar que este mecanismo regulatorio puede ser
importante ya que podria explicar el hecho de que solo los espermatozoides
capacitados, que entran en contacto con la zona pellucida del 6vulo, presentan
reaccion acrosomal, evento en el que los CCDV juegan un papel central como

mecanismo de entrada de calcio.



SUMMARY

During their journey through the uterine tract, mammalian sperm undergo a
series of processes that are absolutely required for egg fertilization: an increase
in the motility named “hyperactivation”, the so called sperm capacitation, that
involves the activation of the AC/cAMP/PKA pathway, and the acrosome
reaction induced by egg-zona pellucida glycoprotein ZP3. These phenomena
require he activation of calcium transport mechanisms which result in
intracellular calcium increase; among them, voltage-dependent calcium
channels (VDCC) have been involved as calcium entry mechanism. The use of
optical techniques with calcium-sensitive fluorophores such as fura 2 have
allowed the study of VDCC in live sperm populations via the increase in the
intracellular calcium induced by depolarization with potassium in sperm
incubated with the potassium ionophore valinomycin. These channels are highly
regulated: they are stimulated during the sperm capacitation, by the steroid
hormone released by granulose cells, progesterone, and by pHi alkalization.

The mechanism by which VDCC are stimulated during capacitation has
been studied. The channels could be stimulated either by pHi, that increases
from 6.7 to 6.84 pHi units during capacitation, or by other biochemical effectors,
also triggered during capacitation, such as the outstanding cAMP-PKA pathway,
or by the tyrosine kinase pathway. In a previous work, it was observed that the
alkalinization of the pHi of 6.7 to 6.84 was enough to elicit only ~30% of the total
stimulation of the channels observed during capacitation. This finding indicated
that whereas the pHi alkalization importantly contributed to VDCC stimulation,
other biochemical parameter should contribute to explain the whole stimulation
observed during capacitation.

The objective of this work was to investigate the effect of AMPc on VDCC
and their sensibility to pHi in human capacitated sperm. For this purpose, two
experimental approaches were considered: 1) the induction of cCAMP increase in
non capacitated sperm and 2) the use of capacited sperm which naturally
produce increased levels of cCAMP as compared with non capacitated cells.

We used samples of non-capacited human sperm (provided by wealthy
donors) loaded with fura ff or with BCECF (a pHi detector). The fura ff was
selected by its appropriate range of detection, of the micormolar order.



To increase the intracellular AMPc content in non-capacited sperm,
different chemicals were tested (cyclase stimulators: bicarbonate and forskolin;
phosphidiesterase inhibitors: papaverine and pentoxifylline, cAMP analogs:
dibutyril-cAMP and cAMP-AM) and the cAMP production was qualitatively
assessed following a biological test of motility, a sperm function that is
stimulated by the cAMP-PKA via. Among these reagents, papaverine had the
highest activity, also displayed in the shortest time of incubation (0.5 mm
incubated 5 minutes). Under these conditions cAMP was quantified, the cAMP
content increased 4-fold as compared with non-capacited sperm; in sperm
capacited for 4 hours, the cAMP content increased 2-fold.

In non-capacited sperm papaverine incubation stimulated calcium influx
through VDCC at similar extent than capacitated cells. Unexpectedly, unlike the
effect observed on motility, the stimulated calcium increase was not inhibited
but slightly overstimulated by the PKA inhibitor H89. The absence of the
inhibitory effect of H89 indicated that the VDCC were stimulated by cAMP
through a mechanism independent of PKA activation. Papaverine also
increased the resting pHi, and decreased their buffer capacity, at levels similar
to those found in capacited sperm, and it increased the levels of intracellular
calcium at resting, a phenomenon that has also been observed in capacitated
sperm. Interestingly, the effects of papaverine on resting intracellular calcium
and resting pHi were also insensitive to the pKA inhibitor H89.

Since VDCC is sensitive to pHi, the dependence of the pHi was
investigated in papaverine-treated non capacitated sperm. It was found that
papaverine increased 3-fold the pHi- sensibility of VDCC. Interestingly, in
capacited sperm, the sensibility of VDCC to pHi increased even more, around
7-fold. This finding suggested that these channels, besides the pHi and cAMP,
are modulated by other(s) biochemical regulator(s) that appear during the
capacitation.

We conclude that human sperm VDCC are sensitive to regulators
associated to sperm capacitation, that is, the pHi alkalization and AMPc
content, favoring the calcium influx. This phenomena may be physiologically
relevant since only capacitated sperm is capable to undergo the acrosome
reaction induced by ZP3, an exocytic event that require the activation of VDCC

as a major mechanism of calcium entry.



| INTRODUCCION
La aparicidén de la reproduccién sexual causd una enorme ventaja adaptativa y
evolutiva en los seres vivos, los cuales adquirieron caracteristicas genéticas
heredadas de sus progenitores para adaptarse con mayor facilidad al medio
ambiente. Este proceso bioldgico requirié la fusion de una célula germinal
madura femenina y una masculina: el évulo y el espermatozoide. Ambos
gametos se desarrollan por meiosis, un proceso biolégico que genera, a partir
de una célula diploide, cuatro células haploides con caracteristicas genéticas
diferentes a la que les dio origen debido a la recombinacion genética de los
cromosomas homologos. Este proceso se denomina ovogénesis en el caso de
la generacién del gameto femenino y espermatogénesis en el caso del gameto
masculino (Yanagimachi and Usui, 1994).

En los mamiferos la produccién de espermatozoides se lleva a cabo en
los tubulos seminiferos que contienen una gran cantidad de espermatogonias y
células de Sertoli, las cuales responden a la hormona foliculo estimulante (FSH
por sus siglas en inglés) para producir proteinas de unién a andrégenos (ABP,
por sus siglas en inglés) las cuales unen andrégenos intra-testiculares,
principalmente testosterona secretada por las células de Leydig, por influencia
de la hormona luteinizante y asi facilitar sus efectos directos en la
diferenciacion 'y maduracibn de las espermatogonias e iniciar la
espermatogénesis. Durante este proceso, una espermatogonia lleva a cabo
una serie de cambios morfolégicos y de reorganizacion de sus organelos para
formar un espermatozoide maduro, el cual consta de tres partes: la cabeza
formada por el acrosoma, el nucleo (con el material genético altamente
compactado) y los componentes del citoesqueleto; la pieza intermedia formada
por el centriolo y mitocondrias organizadas de manera espiral; y el flagelo
formado por el axonema. Dicho proceso culmina con el desarrollo de un
espermatozoide con forma hidrodinamica, genéticamente y morfolégicamente
maduro (Figura 1) (Yanagimachi and Usui, 1994). Posteriormente los
espermatozoides son liberados a la red de testis donde confluyen hacia el
conducto eferente para pasar al epididimo, sitio en el que llevaran a cabo
diversas modificaciones: 1) a nivel anatdémico pérdida en su gran mayoria de la
gota citoplasmatica, 2) a nivel bioquimico el empaquetamiento de enzimas

acrosomales, el intercambio de histonas a protaminas y la remocion parcial de



colesterol de sus membranas y 3) a nivel funcional adquieren un patrén de
motilidad eficiente que en estudios in vitro han demostrado que
espermatozoides obtenidos de la cauda del epididimo (sitio de
almacenamiento) son capaces de llevar a cabo la fecundacion.

Al momento de la eyaculacion los espermatozoides entran en contacto
con secreciones de las glandulas sexuales accesorias, que en su conjunto
conforman el liquido seminal para ser depositado en el tracto genital femenino
(Bedford, 1975; Robaire y Hermo, 1988).

Espermatozoide

Espermatidas (haploide)
Espermatocito  Espermatocitos  (haploides)
de primer orden de segunde erden

Espermatogonia (dinloid haploid I
(diploidey  (iploide) (haploides) £,
-'. -_ M_h

Membrana Células
basal de Sertoll

Fig. 1. Proceso de formaciéon del espermatozoide. Este proceso ocurre en el epitelio de los
tibulos seminiferos en donde a partir de una espermatogonia, se llevan simultaneamente

cambios morfoldgicos y rearreglos en sus organelos y material genético.

En este momento el espermatozoide, depositado en el tracto genital
femenino, debe pasar por tres procesos fundamentales que se requieren para
que pueda fecundar el évulo: la hiperactivacién de la movilidad, la capacitacion
espermatica y la reaccion acrosomal. En todos estos procesos esta involucrado
el transporte de calcio, cuyo estudio, en lo relativo a los CCDV, es motivo
principal de la presente tesis. A continuacion se describe brevemente cada uno
de estos procesos.



Hiperactivacion de la movilidad.

Los espermatozoides son células altamente especializadas que tienen como
principal objetivo la fecundacién de un O6vulo, para lo cual requieren ser
moéviles. El espermatozoide de mamifero muestra 2 formas de movilidad:
activacion e hiperactivacion e inherente a estas funciones esta la importante
participacion del calcio (Ca®*). Antes de ser eyaculados, los espermatozoides
de mamifero inician su movilidad en el epididimo donde adquieren un patrén de
movimiento flagelar muy débil y solamente el 60% son activos. Cuando son
depositados en el tracto genital femenino adquieren un tipo de movilidad mas
simétrico, proceso conocido como activacion (Darszon, et al, 2005). Este
proceso esta modulado por la presencia de electrolitos disueltos (NaCl, K",
Ca?*, Mg, Zn, Cu y Fe) y elementos de bajo peso molecular como glucosa,
maltosa, manosa, lipidos, AMPc, glicégeno, aminoacidos libres y proteinas
séricas como la albumina contenidos en el moco cervical, y la composicion del
ambiente del Gtero rico en Ca®"y progesterona con lo cual la membrana del
espermatozoide lleva a cabo cambios dindmicos como la remociéon de
colesterol y el incremento de la permeabilidad al Ca®*, aumentando con ello su
movilidad (De Jonge, 2005).

Con el tiempo (en horas) se desarrolla la hiperactivacion, esto es, los
espermatozoides alcanzan un movimiento flagelar vigoroso y comienzan un
desplazamiento mas efectivo que evita que queden atrapados en las criptas
uterinas, impidiendo la adhesién con las células del epitelio uterino. Ademas, la
hiperactivacion les confiere la capacidad de penetrar por las células de la
granulosa y corona radiada que rodean al ovocito (Mortimer, et al, 1998).

La hiperactivacion se caracteriza por el desarrollo de movimientos
flagelares amplios, que en medios de cultivo no viscosos, nadan “en figura de
ocho”. Esta forma de 8 se torna en un movimiento rectilineo y vigoroso en
medios viscosos, como el del fluido folicular (Jin, et al, 2007). Para su iniciacion
y mantenimiento se requiere de la presencia de Ca®** ya que regula
directamente los componentes del axonema del flagelo del espermatozoide
(Darszon, et al, 2006).



El mecanismo de hiperactivaciéon requiere de Ca®* extracelular e
involucra la participacion de CCDV atipicos, denominados Catsperi vy
Catsper2, que estan presentes a lo largo del flagelo de los espermatozoides de
raton (Carlson, et al, 2003; Quill, et al, 2001). La importancia de la
hiperactivacion es tal, que los ratones “knock out” para el gen del Catsper, aun
cuando generan espermatozoides en forma normal y son capaces de tener
reaccion acrosomal son incapaces de hiperactivarse, imposibilitando a los
espermatozoides para llegar al ovocito, volviendo a los ratones machos
infértiles.

Capacitacion espermatica

Aunado a la hiperactivacion de la movilidad, los espermatozoides entran en un
proceso llamado “capacitacion”, que operacionalmente significa adquisicién de
la capacidad para fecundar al évulo. La capacitacién es un proceso lento, de
unas 3 horas en el espermatozoide humano (dependiente de Ca®**) y esta
relacionada con cambios bioquimicos complejos. (De Jonge, 2005; Baldi,
2000). La capacitacion puede reproducirse “in vitro” en medios fisiolégicos que
contengan HCOs-, albumina y un pH ligeramente alcalino.

En un paso al parecer inicial, la capacitacion involucra un incremento en
la fluidez de la membrana celular originada por la extrusién de colesterol,
favorecida por proteinas como la albumina, que unen este lipido, y que da lugar
a un aumento en el transporte de HCOs- al interior de la célula. El HCOs- activa
una adenilato ciclasa soluble (ACs), también dependiente de Ca®* (Litvin, et al,
2003) y consecuentemente, se produce AMPc a partir de ATP, que a su vez
activa a la PKA. La actividad de la PKA resulta en la fosforilacion de proteinas y
en la activacion de una cinasa de tirosina. Esta ruta bioquimica parece ser
esencial en la capacitacion ya que la genisteina y el H89, inhibidores de las
actividades de TK y PKA, respectivamente, bloquean la capacitacion del
espermatozoide humano (Bajpai and Doncel, 2003). Asimismo, destaca un
ligero aumento en la concentracién de calcio intracelular ([Ca®*]i), de alrededor
de 80 nM, y una ligera alcalinizacién del pHi, de alrededor de pHi 6.7 a pHi
6.85. El esquema de la figura 2 muestra la activaciéon de canales de K" que
producen hiperpolarizaciéon de la membrana, un efecto que se ha demostrado
en el espermatozoide de ratén.



CapaC|taC|on espermatlca

HCO

BB Choleste | ol
plasma efflux
membrane @

i i (+)‘ fic wRE

PLCA1

pH~015T
[Ca?*]i~80nM

Fig. 2. Principales eventos de transduccién de sefiales durante la capacitacién in vitro del
espermatozoide de raton (Modificado de Baldi, 1996).

El disparo de otros efectores como la via de la cinasa C de proteina
(PKC, por sus siglas en inglés) la fosfolipasa A2 (PLA2, por sus siglas en
inglés) y las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
también se han involucrado en el disparo de la capacitacion (revisado por Baldi,
1996).

Reaccion acrosomal

Una vez capacitado, el espermatozoide es susceptible de presentar
reaccion acrosomal (RA) inducida fisiologicamente, ya sea por la ZP3, una
glicoproteina de la ZP que rodea al ovocito, y por la progesterona, una
hormona esteroide presente en el liquido folicular producida por las células de
la granulosa que acompanan al ovocito (Baldi, et al, 1996; Gonzalez-Martinez,
et al, 2002)

La RA se dispara por un influjo de Ca** (A[Ca®']i) que incrementa el
calcio intracelular y hace que se fusionen la membrana plasmatica de la cabeza
del espermatozoide con la membrana acrosémica externa, proxima a ella
(figura 3). El proceso de fusion parece involucrar la activacién de proteinas de
intercambio de nucle6tidos dependiente de AMPc, una ruta metabdlica que no
utiliza a la PKA (Branham, et al, 2006).



La RA propiamente dicha ocasiona una exocitosis de enzimas
hidroliticas del acrosoma que ayudan al espermatozoide a atravesar la ZP del
ovulo. Asimismo, queda expuesta la membrana acrosémica interna del
espermatozoide, que en el segmento localizado en la parte ecuatorial de la
cabeza, permite la fusion con la membrana plasmatica del évulo, todo esto
como un paso inicial en la fecundacién propiamente dicha (Baldi, et al, 1996).

El mecanismo por el cual la ZP3 induce la RA no esta completamente
dilucidado. La figura 4 muestra un esquema hipotético de la secuencia de
eventos que resultan en un aumento del Ca®* intracelular, requerido para
disparar la RA. La ZP3 induciria dos eventos en paralelo, uno rapido (decenas
de milisegundos) que consistente en la activacién de una conductancia que
produciria una despolarizacion de la membrana. Este paso, aun no identificado,
abriria CCDV tipo T produciendo una elevacién transitoria en el [Ca®]i.
Paralelamente la ZP3 se uniria a un receptor acoplado a proteina Gaq,
produciendo IP3. El IP3, junto el Ca®** elevado, producto de la activacién del
canal T, actuaria en receptores presentes en el acrosoma, vaciando su
contenido de Ca?** (Baldi, et al, 1996; O'Toole, et al, 2000) vy,
consecuentemente, se activarian los canales de calcio activados por
vaciamiento de poza interna (SOC, “store-operated channel) produciendo una
entrada secundaria y sostenida de Ca®* intracelular (figura 4).

Membrana plasmatica

Membrana acrosémic -

externa

Acrosoma

Membrana acrosémica |

interna

Nucleo

\ |

Fig. 3. Reaccion acrosomal. El influjo de iones de Ca” causa que la membrana acrosomal
externa de fusione con la membrana plasmatica produciendo la exocitosis de las enzimas
hidroliticas del acrosoma y exponiendo a la membrana acrosomal interna para que interactie
con la membrana del ovocito
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Fig. 4. Modelo de los mecanismos de movilizacién de ca* que se propone dispara la ZP3
durante la RA en el espermatozoide de ratén. La ZP3 produce un incremento de ca™, por dos
eventos en paralelo, uno rapido que activa un receptor que produce una despolarizacion de la
membrana (AVm) el cual abre los CCDV tipo T (Ca2+ Lva) produciendo una elevacion transitoria
en el [Ca2+]i. Al mismo tiempo la ZP3 se une a un receptor acoplado a proteina Gq, via PLC
produciendo IP3. El IP3, junto con el Ca®* elevado producto de la activacion del canal T, activa
los receptores a IP3 (IP3R) presentes en la membrana del acrosoma, vaciando su contenido de
Ca’* al citosol. Consecuentemente, se activan los canales SOC en la membrana plasmatica
produciendo una entrada secundaria y sostenida de Ca®* intracelular llevando a cabo la RA

(Modificado de O'Toole, et al, 2000)

Es evidente que la movilidad, la capacitacién y la RA son procesos
complejos que requieren un entendimiento integro de los mecanismos de
transporte de Ca?* y de cémo se regulan. Dentro de estos procesos, como se
comenta anteriormente, destacan los CCDV. Es importante resaltar que este
tipo de canales se requieren para la hiperactivaciéon de la motilidad (Catsper1) y
para el disparo de la RA (canales tipo T). Ademas, durante la capacitacién se
presenta un aumento en el nivel de Ca® intracelular basal que podria

involucrar a estos canales.
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Los CCDV en el espermatozoide de mamifero.

Debido al tamafno y forma de los espermatozoides maduros es muy dificil el
empleo de técnicas electrofisiolégicas para estudiar los CCDV.
Alternativamente, se han utilizado células espermatogénicas de roedores que
por su forma y tamano si son susceptibles de ser analizadas con la técnica de
“patch clamp”. Estos estudios reportaron, exclusivamente, la presencia de
CCDV-LVA (tipo T) (Santi, et al, 1996; Darszon, et al, 1999, Florman, et al,
1998). Estos canales se activan a =-60 mV y se caracterizan por ser
insensibles a dihidropiridinas pero sensibles a niquel, mibefradil y amilorida. El
hecho de que la RA inducida con ZP sea sensible a estos bloqueadores y que
se haya inmunolocalizado este canal en la cabeza y flagelo del
espermatozoide, ha contribuido al mecanismo de accion propuesto en la figura
4. (O'Toole, et al, 2000).

Recientemente Kirichok y cols. desarrollaron un método directo para el
registro i6nico en espermatozoides, usando la técnica de patch-clamp en la
gota citoplasmatica de espermatozoides de ratén para la deteccion y el registro
de la actividad del canal (Kirichok, et al, 2006). Aun cuando estos
espermatozoides no estdn maduros, detectaron las corrientes de Catsper, esto
es, canales de calcio débilmente dependientes de voltaje localizados
exclusivamente en el flagelo del espermatozoide. Estos canales permiten el
paso de grandes corrientes monovalentes en ausencia de calcio (que de hecho
permitieron identificarlos) que se estimulan por alcalinizacion del pHi.
Interesantemente, no detectaron los CCDV tipo T. Cabe recordar que Catsper
es un CCDV atipico que se requiere para la hiperactivacién de la motilidad y su
ausencia, en ratones “knock-out” para el gen que codifica para dicho canal,
produce ratones machos estériles, precisamente por su falta de hiperactivacién,
ya que la capacitacién y RA son normales (Ren, et al, 2001).

Alternativamente a los métodos electrofisioldégicos, ha sido posible
detectar indirectamente CCDV en poblaciones de espermatozoides vivos y
maduros usando técnicas 6pticas fluorescentes que permiten detectar Ca?*
(como ejemplo el fura 2) y potencial de membrana (con tiodicarbocianina)
(Linares-Hernandez, et al, 1998).
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Estos canales se han detectado funcionalmente mostrando un
incremento en el [Ca®*]i en respuesta a la despolarizacién inducida con KCI, en
presencia de valinomicina, un ion6foro de K*. La presencia de este ionéforo es
fundamental en este método ya que por una parte lleva el potencial de
membrana al potencial de equilibrio del K* (potencial de Nernst) pudiendo con
ello cuantificar y modificar (con K" externo) el potencial en estas células.
Ademas la valinomicina remueve la inactivacion de los CCDV ya que el
ionéforo lleva el potencial de — 40 mV, presente en medio normal, a -71 mV. A
este potencial los CCDV estan cerrados (estado desactivado) y son
susceptibles de ser abiertos por despolarizacion.

Los CCDV que se detectan por el incremento en la despolarizacién con
potasio se activan en segundos, son insensibles a dihidropiridinas pero se
bloquean por el niquel, y se inactivan en ~90 seg en medio sin Ca®*. Dadas las
caracteristicas farmacoldgicas y cinéticas existe la posibilidad de que la sefal
involucre principalmente al Catsper, sin embargo, no descartamos que de
manera minoritaria (dada su rapida inactivacion) el canal T contribuya también
a esta senal.

El papel fisiologico de este canal es motivo de investigacion en el
laboratorio. En este sentido, se ha encontrado que la permeabilidad al Ca®* de
los CCDV incrementa notablemente durante la capacitacion (que en el
espermatozoide humano se lleva unas 4 horas) y por la accion de la
progesterona (Gonzéalez-Martinez, et al, 2002). Esto ha llevado a la hipétesis de
que la capacitacion y esta hormona afectan al canal de tal manera que
aumenta varias veces su probabilidad de apertura. Desde el punto de vista
fisioldgico esta modulacion seria relevante, ya que se ha propuesto que la ZP3
moviliza inicialmente el Ca®* via una apertura de CCDV activandolos (figura 4).
Asi, los espermatozoides capacitados y expuestos a la progesterona, que se
libera de las células de la granulosa y consecuentemente esta presente en el
fluido folicular, llegarian a la zona pelldcida provistos de CCDV con una
capacidad de permeaciéon notablemente potenciada, asegurando asi la rapida
induccién de la RA y una exitosa fecundacion (Guzman-Grenfell and Gonzalez-
Martinez, 2004).
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Il JUSTIFICACION

Por lo dicho anteriormente creemos que la estimulacion del potencial de
apertura de los CCDV en los espermatozoides, que se presenta durante la
capacitacion y por accion de la progesterona (presente en el fluido folicular) es
fisioldgicamente relevante. Ante la baja ocurrencia de sintesis de proteinas en
los espermatozoides maduros, proponemos que los CCDV se regulan
bioquimicamente a través de las multiples vias metabdlicas que se disparan
durante la capacitacién.

La via principal y mas conocida consiste en la activacion de una
adenilato ciclasa dependiente de HCOg., que eleva los niveles de AMPc con la
consecuente activacion de una PKA y de la cinasa de tirosina. Estos pasos
bioquimicos son esenciales en la capacitacion y podrian modular los CCDV.

Otro modulador potencialmente importante que se presenta durante la
capacitacion es el pHi. Durante la capacitaciéon el pHi se eleva de 6.7 a 6.85
(Cross and Razy-Faulkner, 1997). Recientemente en el laboratorio se encontré
que el influjo de Ca®* dependiente de voltaje en el espermatozoide no
capacitado depende del pHi, con un valor de pKa aparente de cerca de 7.0, y
otro componente a un valor de pKa mas alcalino (Fraire-Zamora and Gonzélez-
Martinez, 2004). El influjo aumenta 6 veces en el rango de 6.5 a 7.1;
interesantemente en el rango en el que se presenta la alcalinizacion durante la
capacitacion, esto es de 6.7 a 6.85.y la estimulacién de los CCDV alcanza un
~30 % de la estimulacion total observada durante este proceso. (Fraire-Zamora
and Gonzéalez-Martinez, 2004). Esto sugiere, que ademas de la alcalinizacién
del pHi, existen otros reguladores bioquimicos que se activan durante la
capacitacion que modifican a los canales incrementando aun mas la
permeacion del Ca®*.

Con base en estos hallazgos el planteamiento del presente trabajo es
estudiar si el aumento del AMPc afecta los CCDV directamente o alteran
(aumentan) su sensibilidad al pHi. En este sentido, nos proponemos
basicamente dos enfoques; 1) estudiar este efecto por dos vias: estudiar el
efecto del pHi en espermatozoides capacitados, donde sabemos que el AMPc
esta elevado, y 2) estudiar el efecto de aumentar el AMPc en espermatozoides
no capacitados y examinar su sensibilidad a pHi.

14



Es importante notar que en el espermatozoide capacitado la permeacién
de Ca** se eleva a valores cercanos a la saturacién del indicador éptico
fluorescente utilizado en el laboratorio, fura 2. Ante la expectativa de encontrar
valores de estimulacion muy altos, por ejemplo, en espermatozoides
capacitados y alcalinizados, planteamos en este trabajo el uso de indicadores
de Ca?* con una Kd mas alta, como el fura-2FF (Kd en el rango de unidades de

micromolar), o el mag fura (Kd en el rango de decenas de micromolar).
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Il OBJETIVOS.

1.

2.

Estudiar el efecto del pHi sobre el influjo de los CCDV en espermatozoides

capacitados.

Seleccionar el detector de Ca®** apropiado para espermatozoides
capacitados: mag fura, fura ff y compararlo con el fura 2.

Determinar el efecto del NH4Cl en el pHi en espermatozoides
capacitados.

Determinar la capacidad amortiguadora (B) en espermatozoides
capacitados.

Determinar el efecto del NH4Cl en el influjp de Ca?" inducido por

despolarizacién en espermatozoides capacitados.

Estudiar el efecto de elevar el AMPc sobre el influjo de los CCDV en

espermatozoides humanos no capacitados y ver si se afecta la sensibilidad de

éstos canales al pHi.

Elevar el AMPc intracelular con pentoxifilina, forskolin, AM-AMPc, HCOs3,
db-AMPc o papaverina. Seleccionar el mas efectivo en base a su efecto
en la movilidad.

Estudiar el efecto de H89 (inhibidor de PKA).

Cuantificar el AMPc intracelular en estas condiciones.

Determinar el efecto del NH4Cl en el influjo de Ca®* en espermatozoides
no capacitados con AMPc elevado.

Determinar el efecto del NH4Cl en el pHi en espermatozoides no

capacitados con AMPc elevado.

IV HIPOTESIS.

1.

En el espermatozoide humano no capacitado el influjo de Ca®* dependiente

del voltaje, estimulado por el pHi, aumentaria con un AMPc intracelular

elevado. El AMPc por si mismo podria estimular la permeacién del Ca®* a

través de estos canales.

En el espermatozoide humano capacitado (donde el AMPc esta elevado) el

influjo de Ca?®" dependiente del voltaje podria ser mas sensible al pHi

comparado con el espermatozoide no capacitado.
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V METODOLOGIA.

1 Aislamiento de los espermatozoides, cargados con indicadores dpticos
y capacitacion.

Se utiliz6 semen humano obtenido de donadores sanos (entre 18 y 25 anos de
edad). Una vez colectada la muestra, se incubd 30 min a 36°C para permitir su
licuefaccion y reducir la viscosidad. Las muestras fueron seleccionadas segun
los valores referidos en el manual de laboratorio de la Organizacién mundial de
la Salud (OMS, 2001).

Los espermatozoides se separaron del plasma seminal por
centrifugacion en un gradiente discontinuo de percoll isotdnico a 75% y 50%
(ambos gradientes amortiguados a pH 7.4 con hepes 10 mM y NaCl 150 mM)
20 min a 300g en tubos cénicos de 12 ml. A continuacién la pastilla obtenida
(espermatozoides) en la parte cénica fue separada y lavada también por
centrifugacion 10 min a 300g. Los espermatozoides se lavaron con medio
HSM-H, cuya composiciéon es: NaCl 117.5 mM, KCI 8.6 mM, CaCl, 2.5 mM,
NaH.PO4 0.3 mM, MgCl, 0.49 mM, Na-Piruvato 0.3 mM, Na-lactato 25 mM y
hepes 25 mM, ajustado a pH 7.6 con NaOH

Una vez obtenidos, los espermatozoides se resuspendieron en 1 ml de
medio HSM-H y se incubaron 40 min a 36°C con 5 pM de los indicadores
Opticos acetoximetilados, esto es, con fura 2-AM, mag fura-AM o fura-ff
(Invitrogen, Molecular Probes). Para la determinacion del pHi, los
espermatozoides se cargaron con 1 uM de BCECF-AM (Invitrogen, Molecular
Probes) seguido de la adicién del indicador de Ca®*, excepto que el tiempo de
incubaciéon, fue de 30 minutos. Posteriormente las muestras se lavaron con
medio HSM-H por centrifugacién a 300g durante 5 minutos para eliminar el
excedente del colorante no incorporado. Estas células se procesaron de
manera diferente, de acuerdo al planteamiento experimental indicado.

Para capacitar los espermatozoides cargados con fura-ff se incubaron 4
horas a 36°C en 25 ml medio HSM-H modificado para capacitaciéon a una
concentracion aproximada de 3-5 millones de células/ml. Este medio se
prepar6 igual que el HSM-H pero con hepes 15 mM y se suplement6 con 25
mM NaHCOj3; y 3 mg/ml de albumina sérica bovina a pH 7.6.
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Alternativamente, para la determinacién del pHi en espermatozoides
capacitados, la incubacién se realizd en células no cargadas con BCECF-AM.
En este caso, las células se cargaron 30 minutos antes de concluir la

incubacién de 4 horas.

2 Determinacion y calibracion del Ca** intracelular y determinacion del
potencial de membrana

Los registros de fluorescencia se hicieron en un espectrofluorémetro PTI. Una
vez cargadas con el indicador Optico, las células, sujetas a diversos
tratamientos, fueron centrifugadas y el botdn celular se afadié a la celda de
fluorescencia, con 2.5 ml de medio HSM-H suplementado con 5 mM NaHCOs3,
con agitacion magnética continua y termostatizada a 36°C. La fluorescencia se
detectd con un filtro de 488 nm y se excitd alternadamente a 340 y 380 nm con
el monocromador de PTI.

Los registros de Ca?* se calibraron afiadiendo 1 uM de ionomicina, que
permeabiliza la célula a Ca®" y satura el fura, con lo que se obtuvo la relacién
340/380 nm maxima (Rmax) y posteriormente se queld el Ca?* con 3.5 mM
EGTA + 1 % Tritén X-100 para obtener la relacién 340/380 nm sin Ca®* (Rmin).
Los valores de R a lo largo del registro, se convirtieron a valores de Ca®'
intracelular con la ecuacién descrita por Grynckievicz (Grynckievicz, et al,
1985):

[Ca?*]i=kd(R-Rmin)/(Rmax-R) B

en donde B = (Ff380/Fb380), esto es, la relacién de fluorescencias detectadas
excitando a 380 nm en medio sin Ca®** (EGTA-tritén) y con Ca®* (ionomicina),
respectivamente (figura 5). La Kd que es la constante de disociacion, para el
fura ff es 5.5 uM (Gonzalez-Martinez, 2002), para el fura-2 de 260 nm
(Grynckievicz, et al, 1985) y para el mag fura de 50 uM (Martinez-Zaguilan, et
al, 1998).

En algunos trazos se determind, simultaneamente al Ca®* intracelular, el
potencial de membrana con el detector fluorescente diSC3(5) de acuerdo al
procedimiento de Linares-Hernandez (1998).

18



Se anadieron células cargadas con fura-ff a la celda de fluorescencia
(flourémetro pTl) con 2.5 ml de medio HSM-H + 0.5 uM de diSC3(5) a 36°C y
bajo agitacion magnética. Después de 4 minutos de equilibrio con la cianina, se
agregaron aditivos.

La fluorescencia de Ca®* se midi6 y calibr6 como se describe en el
parrafo anterior; la fluorescencia de cianina se determin6 con un filtro de 670
nm y se excité con un filtro de 600 nm, irradiando con una lampara adicional de

haluro (colocada en linea recta a la fuente de xenoén del equipo de PTI).
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Fig. 5. Registro de calibracién para [Ca®*]i.

3 Determinacién y calibracion del pHi

Las células cargadas con BCECF-AM se centrifugaron y afadieron a la celda
de fluorescencia, tal y como se describe en el procedimiento para la deteccion
de Ca®'. La fluorescencia se detecté a 550 nm, excitando alternadamente a
500 nm (longitud de onda sensible a pH) y a 440 nm (longitud de onda
insensible al pH).



Para calibrar la sefal, se permeabilizaron las células con 0.1 % Tritén X-
10. Esta permeabilizacién aumenté el valor de R (fluorescencia a 550 nm y su
excitacién a 500 nm dividida entre 440 nm: 500/440) a un valor correspondiente
al pH de el medio HSM-H, esto es pH 7.6 (figura 6a y 6b).

Posteriormente se acidificd a tres valores diferentes mediante adiciones
de 10 ul HCI al 15% (figuras 6a y 6b) y se compararon los valores de R con los
pH medidos con un electrodo normal de pH en cada administracién (figura 6c).
Consistentemente los valores de R en funcién del pH muestran una curva
sigmoide (figura 6d). Los datos obtenidos se analizaron con el software del PTI
para convertir los valores de R a valores de pHi.
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Fig. 6. Calibracion del registro de BCECF-AM para el pHi.
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4 Determinacion de la capacidad amortiguadora de las células.

La capacidad amortiguadora de las células, denominado [, se define, en este
caso, como la capacidad que presentan los espermatozoides de responder a la
alcalinizacién del pHi inducida con NH4Cl y se determino por medio de la
ecuacion: (Kaufman, et al, 1993)

B = [NH4CI] 10 exp (7.6-pHi)/ ApHi

donde ApHi = pHi con NH4CI — pHi reposo y 7.6 es el pH del medio H-HSM + 5
mM NaHCOs-.

5 Cuantificacion de la motilidad del espermatozoide.

La cuantificacion de la motilidad espermatica se evalu6 en un microscopio
optico siguiendo los criterios de la OMS (OMS, 2001), la cual describe 4 tipos
de motilidad espermatica: A, motilidad lineal; B, motilidad curvilinea; C,
motilidad in situ 'y D, inmdviles.

Se evaluaron la movilidad de todos los espermatozoides observados en
un campo para cada tratamiento y se determin6é el porcentaje de cada
parametro de movilidad. Arbitrariamente se otorgd una calificacion designada
por un signo de (+) para destinar porcentajes de motilidad:

100%

90 % y D= 10%
65 % y D= 35%
40 % y D= 60%

+++++=A+B+C

++++ =A+B+C

+++ =B+C
++ =B+C

6 Cuantificaciéon del AMPc.

La cuantificacion del AMPc se hizo por duplicado en células sujetas a
diferentes tratamientos. Cada muestra se centrifugd 5 min a 300g, se retir6 el
sobrenadante y el botdn celular se mezclé con 1 ml de 0.05 M de HCI, después
se hirvid 3 min, se enfrio en hielo y se centrifugd nuevamente. Se obtuvo el
sobrenadante y la deteccidn se llevo a cabo, segun el protocolo establecido por
el Kit de inmunoensayo enzimatico competitivo para la deteccion de AMPc
(Zimed. Laboratories Inc).
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En este método se aplica el principio de competencia entre el AMPc
presente en el extracto de los espermatozoides y el conjugado fosfatasa
alcalina-AMPc (FA-AMPc), por un anticuerpo anti-AMPc. Los complejos
anticuerpo-AMPc y anticuerpo-AMPc-FA se unen a un anticuerpo adherido a la
poza. Una vez llevada a cabo la competencia por 30 min a 36°C, la mezcla se
retird, se lavo y se le anadio p-nitrofenil fosfato. Cuando la cantidad de AMPc
es poca, el anticuerpo reconoce a la FA-AMPc y se genera un color intenso
amarillo (leido a 450 nm). Asi, la cantidad del complejo anticuerpo-AMPc-FA
unido a la poza disminuye proporcional y cuantitativamente cuando se
incrementa la concentracion de AMPc y consecuentemente el complejo
anticuerpo-AMPc.

Para obtener la cantidad de AMPc se elabor6 una curva de calibracion.
Cada punto estandar del kit para la curva se determind por duplicado y se
obtuvo el valor promedio para cada punto. Para las muestras de
espermatozoides capacitados y tratados con papaverina se calculé el
porcentaje de union relativa (B/B0O) con el anticuerpo y se localizaron los
valores de AMPc en la curva (figura 7).

120

100

B/BO (%)

S
o
.

20 -

0 025 05 075 1 125 15 175 2 225 25 275 3 325 35
[AMPc] pmol/mi
Fig 7. Curva estandar de AMPc obtenida con el Kit de inmunoensayo enzimatico competitivo

para la deteccion de AMPc (Zimed. Laboratories Inc). Se grafica la union relativa, esto es,

unién en cada punto entre la unién maxima (B/B0) vs. la concentracién de AMPc.
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7 Determinacion del influjo de Ca** dependiente de voltaje a diferente pHi.
Para la determinacion del influjo de Ca?* dependiente de voltaje, se tomaron
~10X10° espermatozoides cargados con fura-ff sujetos a diferentes
tratamientos, se centrifugaron y la pastilla se deposité en la celda de
fluorescencia con 2.5 ml de medio HSM-H + 5 mM NaHCO; a 36°C bajo
agitacion magnética constante. Después de 1 minuto de iniciado el registro,
se adicion6 0.8 pM de valinomicina, para llevar el potencial a -71 mV (de
acuerdo al potencial de Nernst) y al mismo tiempo hacer la membrana
dependiente principalmente de K*. Después de un minuto, se afiadié 30 mM de
KCI para despolarizar a —30 mV. Esta despolarizacién produjo un incremento
transitorio del Ca®* intracelular debido a la activacién de los CCDV.

El A [Ca®]i lo definimos como el valor de Ca®* en el pico menos el valor
del Ca** en el reposo. Para medir el efecto de la alcalinizacion, se anadieron
simultdneamente 30 mM KCI + NH4CI (1.5, 5.0 6 10 mM).

Estas concentraciones se eligieron por la relaciébn aproximadamente
linear que guardan entre el influjo de Ca®" dependiente del voltaje y el pHi
observado previamente en espermatozoides no capacitados (Fraire-Zamora
and Gonzélez-Martinez, 2004).

8 Analisis estadistico

Los valores obtenidos se expresaron de una n= 5 y en relacién al promedio +
ES, el numero de individuos se analizé con una prueba de t-Student pareada y
con una prueba de comparacion mdultiple de Student-Newman-Keuls. Los
valores de movilidad se analizaron con una prueba de Shi cuadrada. Los
valores de p< 0.05 y p<0.0001 se considerados significativa y extremadamente

significativos respectivamente.
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VI RESULTADOS.

1 Seleccion del detector de Ca** apropiado para espermatozoides
capacitados.

Con el objeto de seleccionar un detector de Ca?* con mayor capacidad de
deteccion, con Kds del orden de micromolar, se probaron el fura-2-AM con una
Kd de 260 nM, el fura-ff con una Kd de 5.5 uM y el mag fura, un detector con
una afinidad mas baja, con una Kd de 50 pyM, aunque también detecta
magnesio con una Kd de 1.9 mM.

En la prueba se usaron condiciones extremas, esto es, induccién de
entrada de Ca®* sobre estimulada con despolarizacién a -15 mV (con 30 mM de
KCI) y alcalinizacién con 60 mM de NH4CI (que lleva el pHi a 7.4 de acuerdo a
Fraire-Zamora y Gonzalez-Martinez (2004), en espermatozoides capacitados
(que tienen de por si una alta capacidad de permeacion a través de los CCDV).
La figura 8 muestra registros con los valores de R induciendo despolarizacién

con y sin NH4Cl en células cargadas con fura-2-AM, fura-ff y mag fura.

30mM KCI 30mM KCI + 60 mM NH,CI

Rmax

Rmax

>

Fluorescencia relacion 3807340
Fluorescencia relacion 3807340
Fluorescencia relacion 380/340

S,
Mt SN AV PR

Fura 2 Eiiis BF Mag fura

Fig. 8. Aumento en el calcio intracelular inducido por despolarizacién alcalina, obtenidos con
fura 2, fura-ff y mag fura. La induccién de la despolarizacion en condiciones extremas con 60
mM de NH,CI (trazos en azul), indujo un incremento en el calcio intracelular que lleg6 a valores
de saturacion de fura 2, indicado por la Rmax (obtenida con el ionéforo de calcio ionomicina).
Con mag fura el registro mostré un pico maximo lejos de saturacién (esto es, lejos de su
Rmax). El fura ff registré también un margen aceptable de medicion.
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Los registros en verde pertenecen a espermatozoides estimulados solo
con 60 mM de KCI y los registros en azul corresponden a espermatozoides
estimulados con 30 mM de KCI + 60 mM de NH4CI. En la barra se indica el
valor de Rmax, como punto de referencia para saber en que medida nos
acercamos a valores de saturacién del indicador. En todos los casos fue
posible detectar estimulacion con NH4Cl. La deteccidn con fura-2-AM mostré un
pico estimulado que llegé a valores cercanos a la Rmax. En contraste, los
registros con mag fura y fura-ff mostraron picos maximos alejados de la Rmax.
Si bien el mag fura mostré un mejor margen para la medicién, decidimos utilizar
el fura-ff, ya que, ademas de tener buen margen de medicién, es un indicador
mucho mas especifico para el Ca®* en tanto que en el mag el pH afecta su
afinidad a Ca®* y detecta también cambios en la concentracién de Mg* en el
rango fisiolégico.

2 Efecto del pHi en el influyjo de Ca* a través de CCDV en
espermatozoides capacitados.

La figura 9 muestra el efecto del pHi sobre la apertura de los CCDV de
espermatozoides capacitados y no capacitados cargados con fura-ff. En células
no capacitadas se reprodujo el efecto, estudiado con fura 2, reportado por
Fraire-Zamora y Gonzalez-Martinez (2004) esto es, se produjo una
estimulacién de la entrada de Ca®* dependiente del voltaje que dependié de la
concentracion de NHCI, duplicandose aproximadamente con 10 mM NH4CI. La
capacitacion de las mismas células, produjo una estimulaciéon notable de los
CCDV y una potenciacion de alrededor de 10 veces en su respuesta al NHCI.
Por ejemplo, en el no capacitado, la despolarizacion con 10 mM NH4Cl produjo
un A[Ca?']i de 1.35 + 1 uM en tanto que en el espermatozoide capacitado el
resultado fue 8 + 2 uM.
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Fig. 9. Despolarizacién inducida por NH,CI en el influjo de Ca®* en espermatozoides no
capacitados (A) y capacitados (B). Un minuto después de iniciado el registro se adicion6 0.8 uM
de V y el aumento en la [Ca®']i se indujo un minuto después con 30 mM KCI + 1.25, 5.0 0 10
mM de NH,CI para cada trazo como se indica. Los registros son representativos de una n=6 de

muestras diferentes de semen.

Para precisar el efecto del pHi en el influjo de Ca®* a través de los CCDV
se determinaron los valores de pHi en el reposo de los espermatozoides no
capacitados y capacitados y se midi6 la capacidad amortiguadora, 8, de cada
uno de ellos. La figura 10 muestra el registro temporal de pHi en células no
capacitadas y capacitadas y sus respuestas a las diferentes concentraciones
de NH4CI utilizadas. Como era de esperarse, el valor de pHi en los
espermatozoides capacitados fue mas alcalino (pHi 6.80) respecto a los no
capacitados (pHi 6.65). EI NH4Cl indujo en ambos grupos elevaciones cuasi
instantaneas del pHi pero en el caso de el espermatozoide capacitado esta
fueron mas alcalinas. Este efecto pudo deberse a que en el espermatozoide
capacitado el valor basal de pHi fue mayor con lo que la alcalinizacion por
necesidad es también mas alta, y/o a que su capacidad amortiguadora pudiera
estar disminuida. La figura 11 muestra los céalculos de capacidad amortiguadora

obtenidas con espermatozoides capacitados y no capacitados.
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En efecto, observamos que para cada adicién de NH4CI la disminucién

de la capacidad amortiguadora disminuyé durante la capacitacién.

A) 78
- 3 NH,Cl

3 MH,C l
724 e

7.0+

7.4+

pHi

6.8 1
5.6

6.4 _
No capacitados Capacitados
B) 734

?.2-: }
?.’I-_ *

7.0- 2
69 ) s

654 &
67 ¢

5.6 4

pHi

5.5

NH,CI, mM

Fig. 10. Efecto de la alcalinizacién producida con NH,CI en el pHi de muestras no capacitadas y
capacitadas detectadas con BCECF-AM. (A) un minuto después de iniciado el registro se
adiciond 0.8 uM de V y la alcalinizacion se indujo un minuto después con 30 mM KCI + 0, 1.25,
5.0 o 10 mM de NH4CI en espermatozoides no capacitados (azul) y capacitados (rojo). (B) El

pHi alcanzado con dichas adiciones en funcién de la concentracion de NH,CI.
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Fig. 11. Capacidad amortiguadora de las muestras no capacitadas y capacitadas durante la

alcalinizacién del pHi con 2.5, 5 y 10 mM de NH,CI.

Dados los valores del pHi obtenidos en células capacitadas y no
capacitadas, ajustamos la curva de sensibilidad a pHi, como se muestra en la
figura 12. Observamos que, aun cuando la alcalinizacion del pHi en células
capacitadas fue mayor, el influjo de Ca®*" a través de los CCDV es mucho
mayor en las células capacitadas mostrando una tasa de incremento de 49
MM/pHi, mientras que para los espermatozoides no capacitados fue de 6.7
MM/pHi, esto es, la sensibilidad de los CCDV al pHi incrementé alrededor de 7
veces en condiciones de capacitacion. Este resultado indicé que cuando el
espermatozoide se capacita el pHi modula de manera cualitativamente
diferente los CCDV vy sugiri6 la posibilidad de que un modulador central en la
capacitacion, el AMPc, pudiera intervenir en dicha estimulacién.
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Fig. 12. Influjo de Ca®* dependiente de voltaje en funcién del pHi en espermatozoides no
capacitados (A) y capacitados (B registro rojo). La grafica B compara los registros de ambas
condiciones. El valor de A[Ca2+]i se obtuvo de la diferencia obtenida entre el pico de ca*
inducido con 30 mM KCI + 0, 1.25, 5.0, o 10 mM NH,CI, menos la [Ca2+]i en basal obtenida de

los registros de la figura 9.

En el siguiente apartado se muestran los experimentos hechos para

incrementar el CAMP en células no capacitadas y los efectos sobre los CCDV.
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3 Efecto de elevar el AMPc intracelular en los espermatozoides no
capacitados sobre los CCDV y su sensibilidad a pHi.

3.1 Evaluacion de diferentes agentes que elevan el AMPc en la motilidad del
espermatozoide.

Para elevar el AMPc en los espermatozoides no capacitado, en un
tiempo menor, se probaron varios inductores monitoreando su efecto en un
ensayo biolégico de movilidad espermatica. Dado que esta bien establecido
que la motilidad rectilinea se estimula por un aumento en la PKA, estimulada
por el AMPc, decidimos probar diferentes inductores en los parametros de
movilidad A, B, C y D. Pentoxifilina (Sigma-Aldrich, Inc.) y papaverina (Sigma-
Aldrich, Inc.) que son inhibidores inespecificos de fosfodiesterasas, NaHCOs.
(J.T. Baker) que activa a la ACs, forskolin (BioChemika, Fluka), Inc.) que activa
ala ACm y para los homologos de AMPc, db-AMPc (Sigma-Aldrich, Inc.) y AM-
AMPc (Sigma-Aldrich, Inc.).

Inhibidores de PDE Activadores de AC Analogos de AMPc
PENTOXIFILINA FORSKOLIN AM-AMPc
NH,
Q. ~Cth N
CH ﬁ[-_| CH,CH,CH ﬁ N/Ch’ (iH LC& 9 T\“ | .>
*H,CCH,CH,CH,CI '\-\\"‘N o -_QH; 1_0 CH: ’C\ s N N
L | > ( OH HC' To” o 0
e id g S OCOCH ,\F’ao
chy HC™ H g 1 g+ g OH
CHs
PAPAVERINA HCO, db-AMPc
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; ‘ , l-N){C._H,
H]C N\CHg N - N
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Fig. 13. Compuestos utilizados para elevar el AMPc
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COMPUESTO |

Pentoxifilina |

CONCENTRACION

0.6, 0.12, 0.18, 0.24, 0.30 Mm

TIEMPO

20, 40, 60 min

REFERENCIA

Calogero, et al,1998
|Rupasri, et al, 1999

Forskolin 1.0, 0.5, 0.25 mM 5, 10, 20, 30, 40, 50, Wi-Hong, et al, 2003
60 min Okamura, ef al, 1993

AM-AMPc 10, 20, 40 uM 5, 15, 30 min Wennemuth, et al,

2004

db-AMPc 1.0 mM 10, 20, 30, 40, 50, 60 |Ji-Hong, et al, 2003
min Visconti, et al, 1995

HCO;- 25 mM 10, 20, 30, 40, 50, 60 |Gadella and Gestel,
min 2004

Papaverina 1.0, 0.5, 0.25 mM 5, 10, 20, 30, 40, 50, [Mujica, et al, 1991

60 min

Hoskins, et al, 1975

Tabla I. Concentraciones y tiempos registrados de los compuestos seleccionados.

La figura 13 muestra los inductores usados y la tabla | las condiciones

experimentales que, en base a los reportes indicados, utilizamos para el

ensayo bioldgico rapido, esto es, de conteo exclusivamente de movilidad

espermatica en 100 espermatozoides en cada caso. Los resultados obtenidos

con pentoxifilina, forskolin, AM-AMPc, db-AMPc, NaHCO3. y papaverina, se

muestran en las tablas Il. Las tablas incluyen la concentracién usada y el

tiempo de incubacién. La cantidad de cruces indican el grado de movilidad

detectada por un solo observador (Paloma Neri):

PENTOXIFILINA
mM 0 0.6 0.12 0.18 0.24 0.30
[Min
0 +++ +++ +++ +++ +++ +++
20 +++ +++ +++ +++ +++ +++
40 ++ +++ +++ ++++ +++ ++
60 ++ +++ ++++ ++++ +++ ++

Tablas Il. Determinacién de la movilidad espermatica en las condiciones indicadas de tiempo,

concentracion e inductores indicados.
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FORSKOLIN
mM 0 [025| 05 ] 1.0

O | +4+ | +++ | +++ | +++

S | +++ | +++ | +++ | +++

10 | +++ | +++ | +++ | +++

20 | +++ | +++ | +++ |+t

30 | +++ | +++ |++++|++++

40 | ++ | +++ |+ +H++

50 | ++ | +++ | +++ | +++

60 | ++ | +++ | +++ | +++

AM-AMPc
uMf 0 10 | 20 | 40

0 +++ | +++ | 4+ | 4+

5 +++ | +++ |+ |

15 | +4+ | +++ | +++ | +++

30 ++ ++ | +++ | +++

Db-AMPc
Minf O 10 20 30 40 50 60
mM
0 +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++
1.0 +++ +++ +++ | A | | |

(Continuacién). Tablas Il. Determinacion de la movilidad espermatica en las condiciones
indicadas de tiempo, concentracién e inductores indicados.
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mMf 0 25

0 +++ +++

10 +++ ++++

20 +++ ++++

30 +++ ++++

40 ++ ++++

50 ++ ++++

60 ++ ++++

PAPAVERINA
mM 0 |025] 0.5 1.0
Min

0 +++ | +++ | 4+ |
5 +++ | +++ | FHE ]
10 | +4++ | +++ |+++++] +++++
20 | +++ | ++++ [+
30 | +++ | ++++ [+HH++| HHHHt
40 ++ |+ ||
50 I B I
60 ++ |+ | |

(Continuacién) Tablas Il. Determinacion de la movilidad espermatica en las condiciones

indicadas de tiempo, concentracién e inductores indicados.

Evidentemente, la pentoxifilina, el db-AMPc y el forskolin, en ese orden,
indujeron estimulacion de la movilidad espermatica pero a tiempos de
exposicidén muy largos (30-40 minutos) en tanto que el AMPc-AM no produjo
ningun efecto. El NaHCO3. mostr6é una alta estimulacion en tiempo corto (< 10

minutos), sin embargo la papaverina aumenté la movilidad espermatica

significativamente desde los 5 minutos de incubacion.
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Tomando en cuenta esta exploracion, decidimos utilizar 0.5 mM de
papaverina con exposicion de 5 minutos.

Posteriormente, se evalud el efecto del H89, inhibidor de la PKA, sobre
la motilidad en los espermatozoides no capacitados. Para ello, se expusieron
las células con 10 uM de H89 a diferentes tiempos (Tabla Ill). Encontramos que
el tiempo requerido para inhibir el efecto del H89 fue de 30 minutos, que
coincide con reportes hechos por otros investigadores (Tabla 1V).

COMPUESTO“CONCENTRACION |TIEMPO |REFERENCIA
H89 10 uM 5, 10, 20, 30, 40, [Bajpai and
50, y 60 min Doncel, 2003
Tabla Ill. Concentracién y tiempos registrados para observar el efecto del H89 sobre la

movilidad espermatica.

minf 0 5 10 20 30 40 50 60

10 uM
Control| +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++
H89 | +++ | +++ | +++ | +++ + + + +

Tabla IV. Incubacién de espermatozoides no capacitados con H89. El efecto inhibitorio sobre la
movilidad espermatica se observ a partir de los 30 min de incubacidn.

De acuerdo a lo esperado, en esta condicién, el H89 efectivamente
inhibié la movilidad inducida por 5 minutos de exposicion a 0.5 mM de
papaverina (es decir, de anadir la papaverina a los espermatozoides incubados
con H89), como se muestra en la tabla V.

H89
CONTROL PAPAVERINA | PAPAVERINA H89
+++ +++++ ++ +

Tabla V. La papaverina aumento la motilidad espermatica con respecto al control y al incubarse
junto al H89 por 30 minutos esta disminuyé adn por debajo del control. El efecto del H89, solo
decrementé notablemente la motilidad hasta valores del 15%.
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Dadas estas condiciones, se determinaron los parametros de motilidad
A, B C y D modificados por la papaverina y el efecto de H89 (figura 14). Por
razones que se expondran en la seccion 3.3 las medidas se motilidad se
hicieron con las células expuestas a papaverina y posteriormente lavadas con
medio H-HSM.

B fineal
1 curvilinea c
I in situ N
1 inmovil

801
701
601
501
401
30]
201
10]
.

OQ 3>

a c

Porcentaje de motilidad (%)

control pap pap+H89  H89

Fig. 14. Efecto de la papaverina y el H89 sobre la motilidad en espermatozoides no
capacitados. La papaverina incrementa el grado de movilidad A° (lineal) y B? (curvilinea) y
disminuye el grado de movilidad C® (in situ) y D? (inméviles). Al incubarse 30 min con H89 (del
minuto 25 al 30 se adiciond la papaverina en la serie pap+H89) disminuyeron los grados de
movilidad A°® (lineal) y B° (curvilinea) y aumentaron los grados de movilidad C° (in situ) y D°
(inmdviles). EI H89 solo, disminuy6 aun mas el grado de movilidad B° (curvilinea) y C° (in situ) y
aumento el grado D° (inméviles). Prueba de X® medida: # p>0.05 diferencia no significvativa, °

p<0.05 diferencia significativa y © p<0.0001 diferencia extremadamente significativa.

Se observa que en condiciones normales una muestra seminal presenta
movilidad espermatica en su mayoria B y C casi en los mismos porcentajes
(40-45%) y en menos porcentaje los grados de movilidad A y C. En las
muestras de espermatozoides no capacitados incubados con papaverina el
grado de movilidad A y B aumentaron, aunque B de manera no significativa, y
el grado de movilidad C disminuy6 significativamente y el grado D también pero

de igual manera de forma no significativa.
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En los espermatozoides incubados con papaverina y H89, éste ultimo,
disminuyé el grado de movilidad A y B de forma extremadamente significativa y
aumentd el grado de movilidad B (significativamente) y C también de forma
extremadamente significativa. En los espermatozoides incubados solamente
con H89 el grado de movilidad A no presenté cambios, los grados By C
disminuyeron y el grado de inmdviles (D) aumenté todos ellos de forma
extremadamente significativa.

De estos resultados fue evidente que el efecto de la papaverina, como
inhibidor de fosfodiesterasas, debié haber aumentado los niveles del AMPc, la
PKA 'y por lo tanto la movilidad espermética.

3.2 Determinacion de AMPc en espermatozoides tratados con papaverina.

De acuerdo al efecto que produjo la papaverina en la motilidad espermatica, se
cuantificé el AMPc en espermatozoides no capacitados, en espermatozoides
capacitados y en no capacitados incubados 5 minutos con 0.5 mM de
papaverina. De acuerdo a lo esperado, la cantidad de AMPc se duplicé
durante la capacitacion y la exposicién con papaverina cuadruplicé los valores

de AMPc respecto al espermatozoide no capacitado (Tabla VI).

Espermatozoides

Espermatozoides
no capacitados

1.3+ 0.6
pmoles/107 células

Espermatozoides
capacitados

2.8+03"
pmoles/107 células

no capacitados +
0.5 mM papaverina
S5 min

55+1.0*
pmoles/107 células

n=4+ES, p<0.05

Tabla VI. Cuantificacién de AMPc
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3.3 Efecto de la papaverina en los CCDV.

Es importante aclarar que la adicion de papaverina apaga de manera
importante la fluorescencia del fura ff (trazos no mostrados), por lo que
después de exponer las células 5 minutos a 0.5 mM de papaverina, éstas
fueron lavadas y el boton celular, casi libre de papaverina, fue adicionado a la
celda de registro.

Cabe recordar que este mismo procedimiento, es decir, el uso de células
lavadas de papaverina, se utiliz6 para la evaluacion de movilidad (figura 14) y
para la determinacién del AMPc (Tabla VI).

El efecto de la exposicién a papaverina sobre el influjo de Ca?* a través
de los CCDV se muestra en la figura 16. La papaverina produjo una notable
estimulacién de la entrada de Ca®* inducida por despolarizacién. Este
experimento se hizo registrando simultdneamente el potencial de membrana
para ver si la papaverina alteraba los cambios en el potencial de membrana
inducidos por la valinomicina y KCI, y con ello la apertura de los CCDV. La
figura 15 muestra que este no fue el caso, esto es, que tanto en células
tratadas como no tratadas con papaverina, la hiperpolarizacion inducida por la
valinomicina y la posterior despolarizacion inducida por 30 mM de KCI fue
similar. Este resultado indicé que la estimulacién de la entrada de Ca®* inducida
por despolarizacion en células tratadas se relaciond a una modulacién
bioquimica del canal y no a efectos sobre el potencial de membrana. Otro
aspecto a destacar es que la incubacion con papaverina produjo una notable
estimulacién en la entrada transitoria de Ca®* inducida por valinomicina.
Interesantemente, este efecto no se aprecié en el registro simultaneo pero si

fue evidente en registros en los que no se usé la cianina (figuras 16 y 18).
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Fig. 15. Efecto de 30 mM de KCI en el potencial de membrana en el espermatozoide humano
incubado con papaverina (rojo) y sin tratamiento (negro) con la cianina diSCz(5). La
fluorescencia del fura-ff (340-380 nm) y del diSCs(5) (600-670 nm) se detectaron
simultdneamente a 36°C bajo agitacién magnética.

Se estudio el efecto del H89 sobre la estimulacién de la entrada de Ca®*
a través de los CCDV en espermatozoides tratados con papaverina. EI H89 (10
uM) no inhibié esta entrada (trazo no mostrado); ante la ausencia del efecto,
decidimos subir la concentracion a 50 uM, y tampoco se observé efecto, sino
mas bien, se produjo una ligera estimulacién (figura 16). En efecto, la entrada
de Ca®* con papaverina, 2.86 * 1.5 subi6 significativamente a 4.05 + 0.93 en
presencia de H89 (p<0.05, n=5) La ausencia del efecto inhibitorio del H89
indicé que la estimulacion de los CCDV por el aumento en el AMPc inducido
por la papaverina no involucr6 la actividad de la PKA, y en todo caso, esta
actividad pudo producir inhibicién de los canales.

Dado que los canales son sensibles al pHi, se determiné el valor de pHi
en cada condicién. Se observé (figura 17) que la papaverina subi6 el pHi de
6.66 a 6.72 y que esta se mantuvo en presencia de H89 (pHi 6.73). La sola
presencia del H89 también alcalinizd a las células (6.75). Esta ligera
alcalinizacién pudo contribuir a un ligero aumento de la entrada de Ca** en

presencia del H89 solamente (sin papaverina) (figura 16).
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Figura 16. Efecto de la papaverina y el H89 en el influjo de Ca“" dependiente del voltaje en
espermatozoides no capacitados. Con una despolarizacién inducida con 30 mM de KCI para
cada caso la papaverina y/con el H89 aumentaron la [Ca®*]i. No se observé efecto en el influjo
de Ca®" del H89.
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Fig. 17. Estadistica normalizando el control de los experimentos mostrados en la figura 16. Se
indican los valores de pHi en el reposo obtenidos en el control (azul), tratado con papaverina
(verde), papaverina + H89 (amarillo) y H89 solo (rojo). *** p<0.001, **p<0.05
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3.4 Efecto de la papaverina en la sensibilidad de los CCDV al pHi.
El efecto de la papaverina sobre el pHi pudo contribuir al efecto estimulatorio
sobre los CCDV. Asimismo, la papaverina produjo aumentos en el AMPc y
estimulacién de los CCDV, condiciones que son parecidas a la capacitacion.
Dadas estas observaciones, decidimos investigar la sensibilidad de los
CCDV en espermatozoides tratados con este farmaco y compararlos con los
resultados obtenidos con células capacitadas. La figura 18 muestra que la
alcalinizacién con 0, 1.25, 5.0 y 10 mM NH,ClI, inducida simultaneamente a la
activacién de los CCDV, produjo incrementos concomitantes en el influjo de

Ca®* a través de los CCDV en células no capacitadas tratadas con papaverina.
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Fig. 18. El efecto del NH,CI en el influjo de Ca®* dependiente del voltaje en espermatozoides no
capacitados con AMPc aumentado por papaverina. El efecto directamente proporcional a la
cantidad de NH,CI adicionado. Los niveles de influjo de [Ca®] fueron muy similares a los
reportados en espermatozoides capacitados.

Llama la atencién que el pHi alcanzado en células no capacitadas
tratadas con papaverina con estas adiciones de NH4Cl, asi como la capacidad
amortiguadora, fue muy similar al de las células capacitadas (figura 19). Un
ajuste del efecto de la papaverina sobre la sensibilidad de los CCDV al pHi y la
correspondiente comparacién con los espermatozoides no capacitados y los
capacitados se muestra en la figura 20.
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Fig. 19. Efecto de la alcalinizacion en el pHi producida con NH,Cl de muestras de
espermatozoides no capacitados con AMPc elevado por papaverina y comparacion entre los
espermatozoides no capacitados (azul) y capacitados (rojo). (A) un minuto después de iniciado
el registro se adicion6 0.8 uM de V y la alcalinizacion se indujo un minuto después con 30 mM
KCI + 1.25, 5.0 0 10 mM de NH,4CI en espermatozoides no capacitados con AMPc elevado por
papaverina (verde). (B) El pHi alcanzado con dichas adiciones en funcién de la concentracién
de NH,Cl muestra que los espermatozoides no capacitados con el AMPc elevado por
papaverina presentan la misma sensibilidad a la alcalinizacion que los espermatozoides
capacitados. C) Capacidad amortiguadora de los espermatozoides no capacitados, capacitados
en condiciones fisiolégicas de 4 hrs a 36 °C y no capacitados con AMPc por papaverina. Los
trazos en azul y rojo de A los tomamos de las figura 10.

Todos los valores de B se analizaron por una prueba de t siendo estadisticamente
significativos, p<0.05, a excepcion de los espermatozoides capacitados + 5.0 mM NH,CI vs
espermatozoides no capacitados con papaverina + 5.0 mM NH,C.
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Observamos que la estimulacién de [Ca?']i con papaverina, si bien fue
notable, no alcanzé la elevada estimulacibn encontrada en los
espermatozoides capacitados. En efecto, encontramos que mientras que la
sensibilidad de los canales al pHi (A[Ca®*]/ApHi) en los espermatozoides no
capacitados en presencia de papaverina fue de 16 puM/pHi, esto es, alrededor
de 2.5 veces mayor que en espermatozoides no capacitados (6.7 uM/pHi), la
sensibilidad al pHi en los espermatozoides capacitados fue de 49 uM/pHi, esto
es, alrededor de 7 veces mayor respecto a las células no capacitadas. Estos
resultados indicaron que existen otros elementos bioquimicos presentes que se
disparan durante la capacitacion, ademas del AMPc y la alcalinizacion del pHi,
que estimulan la entrada de Ca** a través de los CCDV en el espermatozoide

humano.
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Fig. 20. Influjo de Ca*" dependiente del voltaje en funcién del pHi en espermatozoides no
capacitados, capacitados y no capacitados incubados con papaverina cargados con fura-ff. Los
valores de A[Ca*']i se obtuvieron de la diferencia entre el pico de Ca** alcanzado con 30 mM de
KCl o con 30 mM KCI + 1.25, 5.0, o 10 mM de NH,4CI, menos la [Ca2+]i en reposo de las figuras
9 y 18. Los trazos en verde y rojo los tomamos de la figura 12. Las lineas punteadas reflejan
zonas aproximadamente lineales (coeficiente de correlacion de 0.99) de el efecto de pHi sobre
el influjo de calcio dependiente de voltaje y se trazaron para comparar la sensibilidad de estos
canales al pHi en las tres diferentes condiciones.
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VIl DISCUSION

Durante la capacitacién espermética los canales de calcio dependientes de
voltaje de los espermatozoides de humano, detectables por un aumento en el
Ca®* intracelular inducido por una despolarizacién con K*, presentan una
notable estimulaciéon en su capacidad de permeacién iénica. Esta estimulacién
puede deberse a la dependencia de pHi que exhiben estos canales, que al
alcalinizarse se estimulan. Sin embargo, la alcalinizacion del pHi, de 0.15
unidades que se presenta durante la capacitacion, solo puede explicar
alrededor de un 30 % de la dicha estimulacion por lo que en esta tesis
postulamos que otros reguladores centrales de la capacitacién, como el AMPc,
contribuirian a la regulacién de los CCDV.

Los resultados presentados en este trabajo sugieren que, en efecto, la
elevacion intracelular del AMPc inducida con papaverina, inhibidor inespecifico
para fosfodiesterasas, estimula en el espermatozoide no capacitado a los
CCDV e induce también un aumento en el pHi similar al observado en el
espermatozoide capacitado. Con ello, podriamos concluir que el aumento
combinado del AMPc y el pHi serian condiciones suficientes para estimular a
los CCDV durante la capacitacion. Sin embargo, es necesario tomar en cuenta
que el AMPc se elevo 4 veces en el espermatozoide no capacitado tratado con
papaverina en tanto que en el espermatozoide capacitado solo aumentd 2
veces. Consecuentemente, la hipbtesis se sostiene si la estimulacién del AMPc
se da bajo condiciones de saturacién en ambos casos.

A este respecto, cabe preguntarse si la breve exposicion a la papaverina
equivale a la capacitacion. A ello contribuiria el hecho, aunado a lo dicho
anteriormente, de que el valor de la capacidad amortiguadora de las células
capacitadas (disminuido con respecto a las no capacitadas) alcanza niveles
similares a los de las células no capacitadas tratadas con papaverina.
Asimismo, el Ca®* intracelular en el reposo también aumenta en estas Ultimas,
fendmeno observado en las capacitadas aunque en menor magnitud en estas
ultimas. En contraste, encontramos que la sensibilidad de los CCDV al pHi fue
mayor en las células capacitadas que las células no capacitadas tratadas con
papaverina, lo cual indica que existen otros reguladores bioquimicos (PKA o
cinasa de tirosina), presentes en la capacitacién que, ademas del AMPc y sus
efectores, afectan a los CCDV haciéndolos mas susceptibles al pHi.
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En este dltimo caso podria activarse una forma del canal sensible a
valores de pKa mas altos, como se ha sugerido por Fraire-Zamora y Gonzélez-
Martinez (2004).

En el presente estudio, el aumento en el influjo de Ca®*" a través de los
CCDV no se dio mediante la activacién de la PKA, demostrado por el hecho de
que fue insensible al inhibidor H89. El efecto del H89 mas bien se dio en
sentido contrario, esto es, estimulé a los CCDV, en consecuencia, la activacion
de la PKA mas bien pudo haber inhibido a los CCDV. La ausencia del efecto
inhibitorio del H89 hace suponer que la activacién de los CCDV por papaverina
se da por vias alternativas, que podrian ser tres: 1) que los canales se
estimulen directamente por el AMPc, 2) que en realidad los canales se estan
estimulando por GMPc y efectores de éste, y no por el AMPc, en virtud de que
la accion de la papaverina es inespecifica, y 3) que se esté generando una via
alterna, la del EPAC (EPAC, Exchange Proteins Activated by AMPc). A este
respecto, se ha propuesto que la EPAC, que es una familia de factores de
intercambio de nucledtidos de guanina regulados por AMPc, media
transduccion de senales celulares importantes independientes de la activacién
de la PKA. Recientemente Branham y cols identificaron la presencia de
EPAC en el espermatozoide humano y proponen que la via del EPAC
disparada por el AMPc esta involucrada en la cascada de eventos que
conducen a la reaccién acrosomal, incluyendo la fusién de la membrana
acrosomal con la membrana plasmatica del espermatozoide (Branham, et al,
2006; Holz, et al, 2006). Es muy sugerente el hecho de que esta via sea
necesaria para la RA y que a la vez pudiera estimular los CCDV, que han sido
postulados en el disparo de la RA inducida por el inductor natural, la ZP3. En
un estudio mas especifico, estudiando los canales de Ca®* tipo T en células
cromafines de rata, se encontr6 que el AMPc aumenta la expresion de CCDV
tipo T sin alterar la expresidén y caracteristicas de otros canales y que este
efecto es imitado cuando se tratan a la células con un agonista de EPAC,
sugiriendo la existencia de un reclutamiento de canales tipo T dependiente de
EPAC (Novara, et al, 2004).
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Cabe mencionar que los parametros medidos durante el estudio y la
regulacion de los CCDV con papaverina como son el aumento en el pHi y el
aumento en el Ca** intracelular en el reposo tampoco fueron sensibles al H89,
confirmando que su regulacién siguié una via alterna a la activacion de la PKA.
Para el caso del pHi, el H89 ne produjo alcalinizacion por si solo, por lo que su
regulacion es aun mas compleja. Para el mecanismo de regulacién del pHi, se
ha planteado la existencia de un intercambio Na*/H" (Aitken, et al, 1998) y al
transporte de HCOg3- como alcalinizante per se.

Se considera que la regulacién del Ca®* intracelular en el reposo y el pHi
son centrales en el proceso de capacitacion espermatica; un sistema de
regulaciéon por AMPc independiente de PKA podria dar datos sobre el
mecanismo de regulacion fisiologica.

Hasta ahora no ha sido posible tipificar el o los CCDV que se abren
durante la despolarizaciéon inducida con K*, las evidencias farmacolégicas no
han sido suficientes para establecer que tipo de canales participan en la
respuesta. Pero existen evidencias inmunocitoquimicas que sugieren que los
espermatozoides humanos tienen CCDV tipo T. La uUnica corriente que se ha
detectado en un espermatozoide casi maduro, con gota citoplasmica, es el
Catsper1, una forma peculiar de CCDV identificado inicialmente en ratdén y que
se requiere para la hiperactivacion, la motilidad y la fertilidad en esta especie
(Kirichok, et al, 2006; Ren, et al, 2001). Tanto el Catsper1 (Quill, et al, 2003)
como el canal T (Fraire-Zamora and Gonzalez-Martinez, 2004) identificado en
células espermatogénicas de ratén y humano se estimulan por alcalinizacién
del pHi por lo que es razonable suponer que participarian en las respuestas
obtenidas por despolarizacién con K*, aunque en mucho menor magnitud el
canal T (ya que se inactiva en milisegundos y el aumento en el calcio inducido
por despolarizacién se lleva en segundos). Es importante sefalar que estos
canales se encuentran principalmente en el flagelo e interactian de manera tal
que la presencia del Catsper inhibe al canal T (Zhang, et al, 2006). La
importancia funcional de este fendmeno se desconoce, aunque cabria
especular si la estimulacion de los canales y la sensibilidad al pHi reportados,
en esta tesis, involucran de alguna manera la interaccién de los dos canales.

A este respecto existe evidencia bioquimica (por transferencia de
energia de resonancia fluorescente —FRET por sus siglas en inglés) y otras
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técnicas) (Zhang, et al, 2006) que indica que tanto el canal T como Catsper se
encuentran intimamente unidos y como consecuencia la corriente T, medidas
en sistemas de expresién, se reduce notablemente.

En resumen, en esta tesis se demuestra que los CCDV en el
espermatozoide humano es altamente modulable por efectores asociados a la
capacitacion como el pHi y el AMPc. Esto le confiere a los CCDV un
incremento notable en la sensibilidad al pHi que sugieren cambios
conformacionales que favorecen la permeacién a Ca®* en respuesta a
despolarizacién. La relevancia fisiolégica de estos hallazgos estriba en el hecho
de que el espermatozoide capacitado, al entrar en contacto con la ZP del 6vulo,
presenta la RA, evento en el que los CCDV juegan un papel central como
mecanismo de entrada de Ca®".

46



VIIl CONCLUSIONES:

1. El fura-ff muestra un margen de sensibilidad (micromolar) adecuado para el
estudio de Ca?" intracelular en espermatozoides capacitados.

2. En el espermatozoide capacitado la sensibilidad de los CCDV al pHi esta
aumentado 7 veces Yy la capacidad amortiguadora disminuye en
comparacién con el espermatozoide no capacitado.

3. En el espermatozoide no capacitado la papaverina aumenta la motilidad
espermatica, bloqueable con H89, y cuadruplica los niveles de AMPc.

4. En el espermatozoide no capacitado la papaverina estimula la entrada de
Ca*" a través de los CCDV y aumenta la sensibilidad de los CCDV al pHi
aunque a menor magnitud que la observada en los espermatozoides
capacitados (no tratados con papaverina).

5. En el espermatozoide no capacitado la papaverina estimula los CCDV por
un mecanismo independiente de la activacion de la PKA. Por el contrario, la
activacion de la PKA parece inhibirlos (fig. 21)

6. La papaverina alcaliniza el pHi y eleva el Ca®* intracelular, con respecto al
control por mecanismos independientes de la activacibn de la PKA.
También disminuye la capacidad amortiguadora de los espermatozoides no

capacitados a valores encontrados en el espermatozoide capacitado.



Modelo propuesto de la posible regulacion de los CCDV en el espermatozoide humano por la
papaverina. Al incrementar el AMPc por efecto de la papaverina, aumenta la actividad de los
CCDV. Observamos que esta activacién estd acompanada por un aumento en el pHi pero que
esta activacién fue independiente de la activacién de PKA y TK. De manera que podrian existir
otros mecanismos de activacion al aumentar el AMPc por efecto de la papaverina, como
podrian ser las proteinas EPAC que actlan independientemente de la activacion de PKA o
también la participacién de GMPc que podria directamente estar aumentando la actividad de
los CCDV.
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Abstract

Human sperm are endowed with voltage-dependent calcium channels (VDCC) that produce increases in [Ca®J; in response to depo-
larization with KCI. These channels are stimulated during “capacitation”, a complex biochemical process, accompanied by a slight pHi
alkalization, that sperm must accomplish to acquire the ability to fertilize the egg. The stimulation can be explained in part by the fact
that in non-capacitated sperm, calcium influx through VDCC is stimulated by pHi alkalization in the range of pHi observed during
capacitation. In this work, we explored the effect of pHi on VDCC in capacitated sperm loaded with fura ff. Strikingly, the pHi sensitivity
of VDCC increased ~7-fold when sperm was capacitated, as compared with non-capacitated sperm. This finding suggests that the pHi
sensitivity of VDCC can be modulated during capacitation so that a combined effect of pHi alkalization and biochemical regulation

enhances calcium influx through these channels.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
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In sperm of mammalian species, the modulation of the
intracellular calcium concentration [Ca®']; is fundamental
to understand the mechanism involved in specific aspects
of sperm physiology, such as the so-called ““capacitation”
and the subsequent acrosome reaction (AR) [1]. Capacita-
tion is a calcium-dependent process that occurs in hours in
the female genital tract, or in vitro in defined media, and is
related to a myriad of biochemical changes [2]. These
changes result in outstanding increases in cAMP content
and the ensuing PKA activation [3], and in an increase in
tyrosine kinase activity [4]. During the process, there is also
a small but consistent alkalization of the intracellular pH
(pHi) of ~0.15 pHi units [5]. Once capacitated, sperm is
capable to respond to ZP3, an egg zona pellucida glycopro-
tein, increasing the [Ca®']; transiently and consequently
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0006-291X/$ - see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
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undergoing the AR, a process that permits sperm to cross
the zona pellucida and fuse the egg.

The calcium entry mechanisms induced by ZP3 have
been extensively studied in mouse sperm. ZP3 would trig-
ger a still unidentified ionic flux that would produce depo-
larization in capacitated sperm and consequently, gating of
T-type voltage-dependent calcium channels (VDCC),
which have been detected by patch clamp in mouse sper-
matocytes [6,7]. The gating of the T-type VDCC would
produce a transient (milliseconds) peak of calcium in the
micromolar range detected in mag-fura loaded capacitated
mouse sperm [8]. In seconds, ZP3 would stimulate IP3 pro-
duction that would empty the calcium content of the acro-
some and hence, activate store-operated calcium channels
[9] present in the plasma membrane near to the acrosome.
As a result, a small but sustained [Ca?" ] increase would be
established causing AR.

In human sperm, we have detected putative VDCC [10]
that would reasonably play the role of the T-type VDCC
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proposed for mouse sperm. These channels have been func-
tionally detected in fura 2-loaded sperm via the increase in
intracellular calcium induced by potassium depolarization
in the presence of the potassium ionophore valinomycin
[10]. These putative channels are insensitive to nifedipine
[10], but sensitive to mibefradil [11] and nickel [10,12]. Fur-
thermore, they inactivate in ~90s in calcium deprived
medium [10] and are stimulated by pHi alkalization in a
narrow range of pHi [12]. The calcium influx through these
channels are stimulated during sperm capacitation, a phe-
nomenon that may have an important physiological signif-
icance [12,13]. This stimulation may be explained in part by
the alkalization observed in human sperm during capacita-
tion. Indeed, according to the pHi sensitivity of human
sperm VDCC, the increase in pHi alkalization observed
during capacitation (of ~0.15 pHi units) would contribute
to ~30% of the stimulation observed during this process
[12]. This suggests that besides the pHi alkalization, other
biochemical regulators that activate during capacitation
may modify the channels so that the calcium permeation
increases.

In this work, we examined the pHi sensitivity of VDCC of
human sperm incubated in capacitating medium. To do this,
we loaded the cells with fura ff, a low affinity calcium detector
that allowed to detect reliable intracellular calcium increases
that occurred in the micromolar range. We report that small
pHi alkalization pulses remarkably stimulated VDCC in
capacitated sperm and that the pHi-sensitivity of these chan-
nels increased nearly 7-fold, as compared with non-capaci-
tated cells. This effect suggests that biochemical regulators
activated during capacitation act on VDCC producing an
increase in their sensitivity to pHi in human sperm.

Materials and methods

Materials and media. Fura ff-AM was obtained from Molecular
probes. The other reagents were obtained from SIGMA. Hepes-buffered
human sperm medium (H-HSM), originally proposed by Suarez et al. [14],
had the following composition (in mM): NaCl 117.5, KCl 8.6, CaCl, 2.5,
NaH,PO,4 0.3, MgCl, 0.49, Na-pyruvate 0.3, Na-lactate 19, glucose 2,
and 25 Hepes—Na (pH 7.6). Capacitating medium (cap-HSM) had the
same salt composition except that Hepes was lowered to 15 mM and it was
supplemented with 25 mM NaHCO; and 3 mg/ml BSA (Sigma, fraction
V). The pH was adjusted to 7.6 with NaOH.

Sperm purification, dye loading and capacitation. Human semen was
obtained from a panel of seven, 18-31-year-old, donors. Sperm purifica-
tion was performed using Percoll gradients according to [14]. For intra-
cellular calcium measurements, purified sperm (0.6-1.5 x 10® cells) were
loaded with 5 uM fura ffin 1 ml H-HSM medium at 36 °C for 40 min. The
sample was washed by centrifugation and the cells scattered in disposable
centrifuge tubes at ~1 x 107 cells in 3 ml of either H-HSM (for non-ca-
pacitated sperm) or cap-HSM (for capacitated sperm) and maintained at
36 °C. Sperm incubated in non-capacitating medium (H-HSM) were
immediately used for fluorescence recordings. To capacitate, sperm diluted
in cap-HSM were incubated for 4 h at 36 °C.

To detect pHi, fura ff-loaded sperm were loaded with 1 pM BCECEF-
AM for 30min. For pHi measurements in non-capacitated sperm,
BCECF-AM was added during sperm incubation with fura ff~AM, 10 min
after starting incubation with fura ff-fAM. As for capacitated cells,
BCECF-AM was added during capacitation of fura ff-loaded sperm,
30 min before completing the 4 h incubation time in cap-HSM medium.

Measurement and calibration of [Ca’* ], An aliquot of fura fi-zloaded
sperm (containing ~1 x 107 cells), incubated either in capacitating or in
non-capacitating medium, was centrifuged and the pellet added to the
fluorescence cell containing 2.5 ml H-HSM, supplemented with 5 mM
NaHCO; [12], at 36 °C and under constant magnetic stirring. Fluorescence
was measured with a PTI fluorometer (Photon technology International)
with a 488 nm optical interference filter, exciting alternately at 340 and
380 nm with the PTI monochromator. Ratios 340/380 were acquired and
digitalized at 0.86 Hz. The ratios were converted to intracellular calcium
concentration by using the Grynkievicz equation [15], using a K4 = 5.5 uM
(value provided by the manufacturer, Molecular probes).

Measurement and calibration of pH,. Sperm loaded with BCECF and
fura ff were poured into the fluorescence cell following the procedure
described for intracellular calcium measurements. The fluorescence was
detected at 550 nm, exciting alternately at 500 and 439 nm. Calibration
was performed according to [12]. Briefly, at the end of each trace, 0.1%
Triton X-100 was added to permeabilize the cells, increasing the ratio
values to a value corresponding to pH 7.6 (the pH of the medium) (not
shown). Then, the pH was acidified with different amounts of HCl and the
measured pH values (determined with a conventional pH meter) were
compared with the corresponding ratio values. These data were analyzed
with the Felix software of PTI to convert ratios to pH values.

Assessment of voltage-dependent calcium influx. Voltage-dependent
calcium influx was triggered by adding 30 mM KCI, 1 min after the
potassium ionophore valinomycin (0.8 pM). Valinomycin makes the
membrane potential mainly dependent on potassium permeability and,
according to the Nernst potential for K distribution, brings the membrane
potential from resting ~—40 mV to ~—71 mV [10]. Addition of 30 mM
KCl depolarizes the membrane to ~—30 mV and induces a transient cal-
cium influx. The difference of [Ca®"} at the peak minus resting was con-
sidered calcium influx through VDCC [12].

Results

The effect of intracellular alkalization on the [Ca®'};
increase induced by depolarization, from ~—71 to
~—30mV, in non-capacitated and capacitated sperm is
shown in Fig. 1. In non-capacitated cells, at physiological
pHi (no ammonium added), the calcium influx induced
by depolarization was easily detected in spite of the fact
that the Ky of fura ff-calcium complex (K4 =5.5 uM) is
20-fold higher as compared with fura 2 (K3 =260 nM),
the calcium detector that we have previously used
[10,12,13]. The voltage-dependent calcium influx detected
with fura ff was 1.18 £ 0.14 uM, a value that was much
higher than that detected in fura 2-loaded cells (close to
0.35 uM) [12]. Furthermore, the stimulation of the intracel-
lular calcium increase induced by depolarization in capac-
itated cells was also higher than expected (Figs. 1A and B).
In previous experiments made with fura 2-loaded cells, the
estimated stimulation reached values around 0.6-0.9 uM
[12,13] whereas that in experiments reported here in fura
ff-loaded cells the calcium influx was 4.89 + 0.53 uM
(n =5, SE). These discrepancies may reflect that K4 values
for fura ff and/or fura 2 within sperm are inaccurate. How-
ever, the use of fura ff evidently improved the measurement
at high intracellular calcium values (micromolar range) and
also provided reasonable calibration values at a low range
[Ca”"]. Given that the results obtained with fura ff were
qualitatively similar to those obtained with fura 2, we con-
sidered convenient to continue the use of fura ff to detect
the effect of pHi alkalization in capacitated sperm.
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Fig. 1. Effect of ammonium on the calcium influx induced by depolar-
ization in both non-capacitated (A) and capacitated (B) human sperm.
Fura ff-loaded sperm were poured in 2.5 ml H-HSM supplemented with
SmM NaHCO;, thermostatized at 36 °C and under constant magnetic
stirring. The sample was incubated for 1 min to allow stabilization and
then 0.8 uM valinomycin was added to make the membrane potential
sensitive to potassium (not shown in trace). One minute later, voltage-
dependent calcium influx (from ~—71 to ~—30 mV) was triggered with
30 mM KCl (K) or 30 mM KCI+ 1.25, 5.0, or 10 mM, NH,4CI (NH), as
indicated. The traces are representative of five different human sperm
samples (see statistics in Fig. 3). The series of traces, both in non-
capacitated and capacitated cells, were performed in a lapse of time of
~25 min.

The effect of pHi on sperm VDCC was compared by co-
adding, 1 min after valinomycin, 30 mM KCI plus either
1.25, 5.0, or 10 mM NH4CI. These concentrations site on
the nearly linear relationship between voltage-dependent
calcium influx and pHi (that has an apparent pKa ~7.00)
observed in non-capacitated sperm [12]. In non-capacitated
cells, the stimulation of the calcium influx depended on the
ammonium added and was nearly duplicated by the addi-
tion of 10 mM NH,CI, an effect that was consistent with
previous experiments made with fura 2-loaded cells [12]
(Fig. 1A). Strikingly, in capacitated sperm the effect of
identical amounts of NH4Cl produced a marked over stim-
ulation of the voltage-dependent calcium influx (Fig. 1B).

To compare the effect of pHi alkalization on the voltage-
dependent calcium influx in capacitated and non-capacitated
sperm, we determined the effect of ammonium on the pHi on
both group of cells. Figs. 2A and B show that ammonium
produced a higher alkalization in capacitated cells as com-
pared with non-capacitated cells. This effect could be related
to the fact that, in agreement with previous studies [5,12], the
resting pHi in capacitated cells (6.80 + 0.02, n = 5 SE) was
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Fig. 2. Effect of NH4CI on the pHi of non-capacitated and capacitated
human sperm. Either non-capacitated or capacitated fura ff-loaded sperm
were loaded with BCECF-AM as described in Materials and methods.
Once washed, sperm pellets were poured in the fluorescence cell containing
2.5ml H-HSM medium + 5 mM NaHCO;. In (A) 0.8 uM valinomycin
followed by 30 mM KClI (traces a, in bold) or by mixtures of 30 mM
KCl+ 1.25 (traces b), 5.0 (traces c¢), or 10.0 mM (traces d) NH4Cl was
added to non-capacitated (traces at left) or capacitated (traces at right)
human sperm. In (B) pHi reached upon NH4CI-KCl additions as a
function of [NH4CI] in non-capacitated (closed circles) and capacitated
(open circles) human sperm. The pHi was the average of 30 s recording (A)
collected after NH4CI-KCl additions. All data are means +SE, n=15
individuals.

0.15 pHi units more alkaline than in non-capacitated cells
(6.65 +0.03, n =5 SE). Fig. 3 shows the effect of pHi on
VDCC of capacitated and non-capacitated sperm. The
curves show that the effect of pHi on sperm VDCCis notably
enhanced in sperm incubated in capacitating conditions. In
capacitated cells, the voltage-dependent calcium influx over
intracellular pHi was approximately ~49 uM/pHi unit
whereas that in non-capacitated sperm was ~6.7 uM/pHi
unit. Thus, in human sperm the sensitivity of VDCC to
pHi increased nearly 7-fold after 4 h incubation in capacitat-
ing conditions.

Discussion
Results presented here suggest that calcium influx

through VDCC can be greatly potentiated by a combined
effect of capacitation and pHi alkalization in human sperm.
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Fig. 3. Voltage-dependent calcium influx as a function of pHi in non-
capacitated and capacitated human sperm loaded with fura ff. The
A[Ca®"}; was obtained from the difference between the calcium peak
induced by 30 mM KCI or by 30 mM KCl1 + 1.25, 5.0, or 10 mM NH,Cl
minus resting [Ca>"}; obtained from records depicted in Fig. 1. The pHi
and A[Ca®']; values were compared using samples of the same sperm
donor. (A) Curve corresponding to non-capacitated sperm samples. An
additional experiment (mean 4 SE, n = 4), made with 20 mM NH,4CI (pHi
~7.15), was included to the plot to better compare the effect of pHi on
both groups of sperm (see next). The rest of data are means &+ SE with
n =5 individuals. (B) Curve corresponding to the same samples incubated
in capacitating conditions (open circles). Non-capacitated sperm values
(closed circles) from (A) are included for comparison.

It is important to note that the type of the calcium channels
gated during the K-induced depolarization has not been
determined yet. Pharmacological evidence has not been
sufficient to establish, undoubtedly, what kind of channels
participate in the response. Nevertheless, immunochemical
evidence suggests the presence of T-type VDCC in human
sperm [16]. Furthermore, mammalian sperm are endowed
with CatSper 1, a peculiar form of VDCC identified in
mouse sperm that is required for hyperactivation of mouse
sperm motility [17,18] and that is also related to motility
deficiency of human sperm [19]. Thus, it is reasonable that
the calcium influx induced by depolarization with potassi-
um would activate these channels. It is important to note
that T, N, and L-type VDCC, detected by patch clamp in
other cells, are sensitive to pHi, stimulating their activity
at alkaline values [20-24], an effect that may involve the

B subunit (in L-type channels) [20]. Here, we show evidence
that the pHi sensitivity of VDCC may depend on the phys-
iological condition of the cell. It is possible that biochemi-
cal regulators, such as cAMP, PKA or tyrosine kinases,
which increase during sperm capacitation [3,4], produce
changes in these channels resulting in the observed increase
in pHi sensitivity.

Given the proposed participation of VDCC in the AR
induced by the egg zona pellucida ZP3, we consider that
the increase in pHi sensitivity of VDCC reported here
may be significant in the mechanism by which ZP3 induces
AR only in capacitated sperm.
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