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RESUMEN

La reproduccion sexual requiere de una comunicacion entre los dos gametos, el
espermatozoide y el ovocito, sin embargo los mecanismos moleculares involucrados no se
conocen con detalle. Se ha encontrado que los cambios en la permeabilidad iénica de los
gametos es una de las formas fundamentales de codificar sefiales tanto entre ellos como con
su entorno.

Los flujos ionicos se llevan a cabo a través de transportadores de membrana como
pueden ser canales idnicos, intercambiadores iénicos o ATPasas. El estudio de la
identificacion y farmacologia de los transportadores de membrana, asi como su regulacion,
permite tanto la mejor comprension de la fisiologia del espermatozoide como el desarrollo de
mejores farmacos anticonceptivos.

Existe la evidencia que en los espermatozoides de ratén y de humanos, la eliminacion
del calcio externo produce una despolarizacién rapida dependiente de sodio que es
presumiblemente debida a la entrada de sodio a través de canales de calcio. La restauracion
del calcio produce una hiperpolarizacion sensible a ouabaina que lleva al potencial de
membrana en reposo a valores con frecuencia méas negativo (Espinosa et al., 1995; Gonzalez-
Martinez, 2003). Con base a lo anterior se plante6 como objetivo caracterizar los mecanismos
de entrada de calcio, estudiando los flujos i6nicos que resultan al disminuir significativamente
el calcio externo, y como estos regulan la movilidad del espermatozoide humano. Dicho
objetivo se llevo a cabo determinando los cambios en la concentracion intracelular de calcio
([Ca®*])) y de sodio ([Na']) inducidos por la remocién de calcio extracelular, asi como la
cuantificacion de la movilidad espermatica en esta condicion.

Se determind simultaneamente el potencial de membrana (Vm) y la [Ca®]i en
poblaciones de espermatozoides humanos con las sondas fluorescentes diSCs (5) y fura 2 AM,
respectivamente. La [Na']; y pH; se midi6 de forma independiente de manera similar usando
SBFI y BCECF, respectivamente. La motilidad se determind en un sistema de CASA
(“Computer-Asisted Sperm Analysis”), el ATP utilizando el ensayo de luciferina-luciferasa y
AMPCc por radioinmunoensayo.

En este trabajo se encontrd que la remocion de calcio externo produce una entrada de
sodio que despolariza al espermatozoide. La restauracion del calcio induce una lenta
disminucion en la [Na']; sensible a ouabaina. EI aumento en la [Na']; se inhibe por

concentraciones micromolares de calcio y milimolares de magnesio.



Por otro lado se observé que la eliminacion de calcio del medio produce una disminucion en
la movilidad de forma reversible, en pocos minutos. Este fendmeno esta relacionado con el
aumento en la [Na'];. En un medio que contiene magnesio o con bajo contenido de sodio
(substituido por colina), los espermatozoides mantienen su movilidad aun en ausencia de
calcio externo. Lo anterior indica que la disminucién de la movilidad esta relacionada con la
acumulacion de Na* y/o la despolarizacion dependiente de Na®. La eliminacion de calcio
indujo un aumento en la [Na']; y una disminucién de la movilidad, aun cuando el potencial de
membrana se fijo en un valor cercano al de reposo con valinomicina, un ionéforo de K*. Esta
observacion descarta el posible papel del potencial de membrana en la inhibicion de la
movilidad.

El mibefradil, un blogueador de los canales de calcio, inhibe notablemente la
despolarizacion dependiente de Na* y la carga de sodio que ocurre al remover el calcio
extracelular. Ademas, este compuesto conserva la movilidad espermética en estas
condiciones. EI mibefradil induce una hiperpolarizacién sensible a ouabaina cuando se agrega
después de remover el calcio externo, pero no recupera la movilidad.

Para distinguir si la causa de la pérdida de movilidad del espermatozoide que ocurre al
retirar el calcio externo se debe al aumento de [Na']; o a cambios en los niveles de AMPc o
ATP que podrian estar ocurriendo, estos se midieron. El contenido de ATP del
espermatozoide de humano disminuye en el medio control al tratar con EGTA. En cambio, se
mantiene, en presencia o ausencia de EGTA, cuando el medio externo tiene colina en vez de
Na®*, o el medio control tiene 3 mM de Mg?* 0 20 uM de mibefradil. Los resultados sugieren
que la carga de Na' inducida por la eliminacion de calcio estimula la ATPasa Na'/K",
disminuyendo el contenido de ATP, por consiguiente, este podria contribuir a detener la
movilidad.

CatSper es el transportador responsable de la despolarizacion dependiente de Na'*. Este
nuevo canal de calcio, presente en los flagelos de espermatozoides de raton y humano, es
necesario para la movilidad hiperactivada y su ausencia conlleva a la infertilidad. Nuestros
resultados funcionales y farmacoldgicos sugieren que la eliminacion de calcio externo
despolariza y aumenta la [Na']; en el espermatozoide de humano en buena medida debido a
CatSper. Estos cambios se eliminan con mibefradil, al igual que en medios que contengan

magnesio o0 bajo sodio. Estos hallazgos indican que mibefradil podria bloquear a CatSper.



ABSTRACT

Sexual reproduction requires communication between the two gametes, the sperm and the
oocyte, but the molecular mechanisms involved are not known in detail. It has become
apparent that changes in the permeability of gametes are key to encode signals among
themselves and with their environment.

The ionic fluxes are carried out through membrane transporters such as ion channels,
ion exchangers and ATPases. The identification and study of the pharmacology of membrane
transporters (as well as their regulation) allows both a better understanding of the physiology
of sperm, and the identification of drugs as potential contraceptives.

Evidence in human sperm indicates that removal of external calcium causes a rapid
sodium dependent depolarization, presumably due to sodium influx through calcium channels.
Calcium restoration produces a ouabain-sensitive hyperpolarization that brings the membrane
potential (Vm) to values frequently more negative than resting (Gonzalez-Martinez, 2003).
Based on the above, the present work has sought to characterize the mechanisms of sodium
influx caused by lowering external calcium and how this influx regulates human sperm
motility.

Vm and [Ca®*]; were simultaneously detected in human sperm populations with the
fluorescent probes diSC3(5) and fura 2. [Na']; and pH; were measured independently in a
similar fashion using SBFI and BCECF. Motility was determined in a CASA system, ATP
using the luciferine-luciferase assay and CAMP by radioimmunoassay.

We found that sodium entry produces a Na*-dependent depolarization that produces a
substantial increase in [Na']i. The restoration of calcium produced a slow decrease in [Na'];
which was inhibited by ouabain. The increase in [Na']; was inhibited by micromolar calcium
and millimolar magnesium.

Human sperm motility reduction after calcium removal is related to the increase in
[Na']i. In magnesium containing medium, or in low sodium medium, motility did not
decrease. Calcium removal induced [Na']; increase and motility decrease in sperm with their
Vm clamped with valinomycin, indicating that the decrease was related to sodium loading,
not to membrane potential depolarization. Mibefradil, a calcium channel blocker, markedly
inhibited the Na-dependent depolarization and sodium loading, and also preserved sperm
motility. This blocker induced a ouabain sensitive hyperpolarization in sperm subject to

calcium removal-induced depolarization but no motility recovery. In EGTA-treated sperm
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both ATP and cAMP decreased by 40 %. In contrast, ATP content was preserved when
EGTA treatment was performed in choline medium or in medium containing either 3 mM Mg
or 20 uM mibefradil.

Sperm motility arrest induced by external calcium removal is not due its absence but
mainly to sodium loading which stimulates the Na,K-ATPase decreasing the ATP content.
CatSper is likely the transporter responsible for Na“-dependent depolarization. This new
calcium channel in mouse sperm flagella is required for hyperactivated motility and its
absence leads to infertility. The results presented suggest that external calcium removal
should not depolarize or increase [Na']; in the CatSper-null mouse spermatozoa (Carlson et
al., 2009), as in human sperm incubated with mibefradil, or in media containing magnesium
or low sodium. As recently reported, mibefradil blocks CatSper in the absence or presence of

external calcium.



I. INTRODUCCION

Entender la reproduccion es muy importante no solo para la fisiologia y la salud humana, sino
para la ganaderia, la pesca y para la preservacion de las especies. La reproduccién sexual
requiere de la comunicacion entre los gametos: el espermatozoide y el ovocito, sin embargo
los mecanismos moleculares involucrados no se conocen con detalle. Los cambios en la
permeabilidad ionica de los gametos es una de las formas fundamentales de codificar sefiales
tanto entre ellos como con su entorno. Solo tenemos una vision parcial de la identidad
molecular asi como de los mecanismos de regulacion de los transportadores ionicos

involucrados en las funciones del espermatozoide (Darszon et al., 2008; Costello et al., 2009).

El flujo de iones a través de la membrana celular juega un papel fundamental en la
fisiologia en todas las células (desde bacterias hasta neuronas). El espermatozoide no es la
excepcion. Actualmente buena parte de la investigacion sobre la fisiologia espermatica esta
encaminada a comprender como los canales idnicos regulan los eventos relacionados al
proceso de la fecundacion. Los flujos idnicos se llevan a cabo a través de transportadores de
membrana como pueden ser canales idnicos, intercambiadores idénicos o ATPasas. El estudio
de la identificacién y farmacologia de los transportadores de membrana (asi como su
regulacion) permite tanto la mejor comprension de la fisiologia del espermatozoide como la

identificacion de farmacos con posibles efectos anticonceptivos.

La importancia de los canales iénicos en la fisiologia del espermatozoide, y
particularmente en aquellos permeables a calcio se ha vuelto cada vez mas evidente. Los
canales idnicos son instrumentos de dialogo entre el espermatozoide, su medio ambiente y el
ovocito. En particular, el Ca®* es un segundo mensajero que participa en la regulacién de
varios procesos fisioldgicos del espermatozoide, tales como la capacitacion, la movilidad y la

reaccion acrosomal.

Los espermatozoides maduros de los mamiferos estan en reposo en el tracto
reproductivo del macho. Después de la eyaculacién, se convierten en moviles. A medida que
se mueven a través del tracto reproductor femenino se vuelven competentes para fertilizar el
ovocito. Durante este periodo, llamado capacitacion, los espermatozoides comienzan a
moverse progresivamente, desarrollando la movilidad hiperactivada, y pueden sufrir la
reaccion acrosomal (RA) (Yanagimachi, 1994). La capacitacion requiere cambios en el pH;,

en las [Ca®*]i y en el adenosin monofosfato ciclico (AMPc). La [Ca®']; se incrementa, ya sea



por la entrada de Ca** al citoplasma a través de los canales de la membrana plasmética, o por
la liberacién de Ca®* de pozas internas. Se han propuesto que varios tipos de canales
permeables a Ca®* participan en la fisiologia del espermatozoides (Darszon et al., 2006),
incluyendo los canales de Ca?* dependientes del voltaje (Cav), los canales activados por pozas
internas (por sus siglas en ingles SOC) los canales modulados por nucleotidos ciclicos (GNC),

canales catidnicos especificos del espermatozoide (CatSperl-4) entre otros.

En la mayoria de los mamiferos los espermatozoides muestran dos tipos de movilidad.
La movilidad activada que es vigorosa y resulta en una trayectoria casi recta que presentan los
espermatozoides recién eyaculados. Por otro lado la movilidad hiperactivada, en la cual la
curvatura del flagelo se vuelve mas pronunciada y asimétrica, y se observa en el sitio de la
fecundacién. El proceso parece ser bifasico ya que los espermatozoides experimentan
patrones de nado entre el estado activado y el estado hiperactivado (Ho y Suarez, 2001).
Aunque la hiperactivacion ocurre durante la capacitacion, las vias de sefializacion de estos dos
eventos no estan completamente acopladas. Aln cuando los dos procesos requieren de Ca®* y
bicarbonato (HCOg), cuantitativamente las necesidades son diferentes. La capacitacion esta
asociada a la fosforilacion en tirosinas dependiente de AMPc y la proteina cinasa A (PKA) sin
embargo la hiperactivacion no requiere de estos procesos (Marquez y Suarez, 2004). Existen
muchas incégnitas acerca de los mecanismos de regulacién de la hiperactivacién. EI Ca®*
externo es necesario y su concentracion intracelular aumenta durante este proceso, pero la
sefial de iniciacion se desconoce (Yanagimachi, 1994). La movilidad hiperactivada es critica
para la fecundacion in vivo ya que le permite al espermatozoide llegar al ovocito a traves del
lumen del oviducto y penetrar el cumulus oophorus (células de la granulosa) y la zona

pellcida (ZP) del ovocito.

En espermatozoides de ratones se ha demostrado que la hiperactivacion requiere de la
presencia de CatSperl-4, un canal de calcio de una nueva familia que solo esta presente en
células espermatogénicas y en los flagelos de espermatozoides de mamiferos (Ren et al.,
2001; Jin et al., 2007; Navarro et al., 2008). Los CatSpers parecen formar un tetrdmero (1-4)
que es muy pH; dependiente y moderadamente voltaje dependiente. En ausencia de calcio
externo CatSper funciona como un canal de sodio muy poco independiente de voltaje. Se ha
propuesto que un aumento en el calcio intraflagelar producido al activarse CatSper 1-4 por un
aumento en el pH; regula la intensidad del movimiento flagelar tipico de la hiperactivacion
(Kirichok et al., 2006).



Solo el espermatozoide capacitado penetra a la zona pellcida y experimenta la RA, un
proceso exocitotico necesario para la fusion del ovocito y el espermatozoide (Bleil y
Wassarman, 1983; Darszon et al., 2005). Hasta el presente, los mecanismos de transporte de
calcio que establecen la [Ca®']; en el reposo no se conocen en detalle, ni los mecanismos que
hacen que este se eleve durante la capacitacion (Gonzélez-Martinez 2003). Por lo tanto, es
evidente que para comprender las bases moleculares de la capacitacion y de la RA en
espermatozoides humanos es necesario estudiar los sistemas de transporte i6nico que regulan

la [Ca?*]; y como el potencial de membrana los afecta.

Los métodos dpticos para detectar el potencial de membrana y los cambios en las
concentraciones de iones intracelulares han proporcionado informacion valiosa con respecto a
los mecanismos de transporte i6nico en espermatozoides de mamiferos. El potencial de
membrana de reposo obtenido con colorantes fluorescentes en poblaciones de
espermatozoides de raton y humanas oscila entre -60 y -20 mV (Espinosa y Darszon, 1995;
Zeng, et al., 1995; Brewis, et al., 2000; Gonzélez-Martinez, et al., 2002; Gonzalez-Martinez,
2003; Torres- Flores et al., 2008). Se reportd que en un medio sin calcio, el potencial de
membrana de reposo en espermatozoides tanto de raton (Espinosa y Darszon, 1995) como de
humanos se despolariza con respecto a los valores en un medio con calcio (Foresta et al.,
1993; Guzman-Grenfell et al., 2000). En espermatozoides de raton, la adicién de calcio a los
espermatozoides incubados en medio sin calcio produce una hiperpolarizacion transitoria de
la membrana plasmatica que en parte es sensible a ouabaina, una inhibidor de la ATPasa
Na'/K* (Espinosa y Darszon, 1995). Lo anterior ocurre también en humano (Gonzalez-
Martinez, 2003; Torres-Flores et al., 2008). Esta evidencia sugiere que el calcio puede regular
el potencial de membrana del espermatozoide de mamiferos a través de un canal de calcio que
contribuiria a la [Ca?']; en el reposo y que en ausencia de calcio externo despolarizaria a la

célula al dejar pasar sodio.

El proyecto aqui planteado se realizo basandose en mediciones épticas de la [Ca®'];,
potencial de membrana (PM) y sodio intracelular ([Na'];) en poblaciones de espermatozoides
humanos. Exploramos los mecanismos de entrada de calcio que participarian en el
establecimiento de la [Ca*]; al disminuir el calcio externo y como este regula la movilidad
del espermatozoide humano. El trabajo se centra en el estudio de un posible canal de calcio
gue en condiciones de bajo calcio contribuiria significativamente a la entrada al calcio

intracelular en espermatozoide humano.



1.1-. ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis es la sucesion de acontecimientos mediante los cuales las
espermatogonias se transforman en espermatozoides dentro de los testiculos. Este proceso de

maduracion se inicia en la pubertad (13-16 afios) y continda hasta la edad avanzada.

Estas espermatogonias, que estuvieron inactivas en los tabulos seminiferos de los
testiculos desde el periodo fetal tardio, comienzan a aumentar de nimero en la pubertad.
Después de varias divisiones celulares mitéticas, crecen y sufren cambios graduales que las
transforman en espermatocitos primarios, las células germinativas mas grandes en los tubulos
seminiferos. De manera posterior, cada espermatocito primario sufre una division de
reduccion, que se llama primera division meidtica, que tienen casi la mitad del tamafio de los
espermatocitos primarios para formar dos espermatocitos secundarios haploides. Después los
espermatocitos secundarios sufren una segunda divisidbn meidtica para formar cuatro
espermatides haploides que tienen casi la mitad del tamafio de los espermatocitos secundarios.
Durante esta division, ya no se reduce mas el nimero de los cromosomas. De manera gradual,
las espermatides se transforman en cuatro espermatozoides maduros por un proceso que se
conoce como espermiogénesis. Durante esta metamorfosis, se condensa el ndcleo, se forma el
acrosoma y se elimina la mayor parte del citoplasma. La espermatogénesis, que incluye la
espermiogénesis, requiere aproximadamente dos meses para que se complete y continda de
manera normal durante toda la vida reproductiva de un vardn. Cuando termina la
espermiogénesis, los espermatozoides pasan a la luz de los tibulos seminiferos y se desplazan

hacia el epididimo, en donde se almacenan y maduran funcionalmente.

El espermatozoide maduro es una célula con movilidad activa, que nada de manera
libre, constituido por una cabeza y un flagelo (Figura 1). La unién entre la cabeza y el flagelo
se llama pieza intermedia del espermatozoide. La cabeza del espermatozoide, que contiene la
mayor parte del volumen del espermatozoide, también el contiene el nucleo de la célula que

en el caso del humano posee 23 cromosomas (Gilbert, 2006).
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Figura 1. Representacion esquematica de un espermatozoide de mamifero y la estructura del flagelo. a) Los
espermatozoides de mamiferos se dividen estructuralmente en tres piezas: la pieza intermedia, la pieza principal
y la pieza terminal. b) Esquema de la seccion transversal a través de un segmento representativo de la pieza
intermedia que muestra la membrana plasmatica (MP) y la vaina mitocondrial (EM) que rodea las nueve fibras
externas (ODFs). Dentro de la ODFs se encuentran los componentes del axonema; los nueve dobletes de
microtdbulos externos del axonema (OMDA\) asociados con los brazos de dineina (DA) y los radiales (RS) asi
como con el par central de dobletes de microtdbulos (CP). ¢) Esquema de la seccion transversal de un segmento
representativo de la pieza principal que muestra a la MP rodeando las siete ODFs. Las ODFs 3 y 8 se han
sustituido por las dos columnas longitudinales de la vaina fibrosa (LC). Las dos columnas estan conectadas por
arcos transversales (TR). d) Esquema de seccion transversal a través de un segmento representativo de la pieza
final. La ODFs y la FS terminan en forma cdnica al final de la pieza principal por lo que ya no estan presentes en
la pieza final, quedando sdlo la PM para rodear el axonema (Modificado de, Eckert, 1990; De Jonge y Barratt,
2006; Turner, 2006).

En la cabeza de los espermatozoides de mamiferos existe una vesicula secretora
Ilamada vesicula acrosémica. Esta vesicula contiene enzimas hidroliticas que ayudan a
atravesar la envoltura externa del ovocito. Cuando un espermatozoide entra en contacto con
un ovocito, el contenido de la vesicula se libera por exocitosis, la denominada reaccion
acrosomal; en algunos espermatozoides esta reaccion también deja al descubierto o libera
proteinas que colaboran especificamente en la union del espermatozoide con la cubierta de

ovocito.

La cola del espermatozoide es un largo flagelo, cuyo axonema emerge de un
corpusculo movil basal situado justo por debajo del nicleo. EI axonema esta formado por dos
microtubulos centrales rodeados por nueve dobletes de microtdbulos dispuestos



ordenadamente. EIl flagelo de mamifero se diferencia de otros flagelos en que el habitual
patrén 9 + 2 del axonema esta rodeado ademas por nueve fibras densas externas (Figura 1b-
d). Se desconoce el papel que desempefian estas fibras densas y no contractiles en el
movimiento del flagelo, que se produce por el deslizamiento entre los dobletes adyacentes de
microtUbulos. EI movimiento flagelar estd impulsado por las dineinas, proteinas motoras de
los microtdbulos, que utilizan la energia de la hidrolisis del ATP para el deslizamiento de los
microtUbulos. EI ATP proviene de dos fuentes: 1) de la fosforilacion oxidativa, que se genera
en las mitocondrias localizadas en la pieza intermedia del espermatozoide y 2) de la
glucdlisis, que se produce a lo largo de la longitud del flagelo del espermatozoide (Alberts et
al., 2004; Nascimento et al., 2008).

1.2.- MADURACION DEL ESPERMATOZOIDE

La maduracion espermatica se ha definido como el desarrollo de la capacidad de los
espermatozoides para fertilizar al ovocito (Cooper, 2007). La maduracion espermatica inicia
en el epididimo y termina en el tracto genital femenino (Breitbart, 2002; Sullivan et al.,
2007).

1.2.1. MADURACION EN EL EPIDIDIMO

Los espermatozoides recién formados son incapaces de moverse, por lo que el epididimo es el
responsable del transporte de los espermatozoides, asi como de su maduracién, concentracion

y almacenamiento (Sullivan et al., 2007).

El epididimo es un tubo muy espiralizado (5-6 metros de longitud, en el caso del
hombre) que forma parte del sistema de conductos extratesticulares del sistema reproductor
masculino; se encuentra empaquetado en un saco de tejido conectivo, que es una extension de
la tlnica albuginea; ubicado entre el conducto eferente y el conducto deferente; este Gltimo se
comunica a su vez con la uretra, la cual desemboca en el exterior del cuerpo (Gartner y Hiatt,
2002).

Una de las funciones principales del epididimo es la secrecion de proteinas Ilamadas
factores estabilizantes del acrosoma o factores descapacitantes (FD), cuya funcion es evitar
que se dé la reaccidn acrosomal en el tracto reproductor masculino (TRM), fendmeno que el

espermatozoide cumple al estar en contacto con la zona pelucida del ovocito (Jones, 1998).

10



En el epididimo se completan cambios morfologicos en los espermatozoides en su tamario y
su forma, asi como en la estructura interna del acrosoma y la migracion de la gota
citoplasmatica desde una posicion proximal hasta una posicion distal en la pieza intermedia, y
su posterior desprendimiento. Esta migracion es diferente entre las distintas especies de

mamiferos (Alvarez, 2003).

Las modificaciones bioquimicas que se presentan durante el transito a través del
epididimo son resultado de ciertas sustancias secretadas por las células del epitelio
epididimario (proteinas, acido sialico, carnitina, iones inorgénicos, etc.); y se van a dar en
todos los compartimentos celulares del espermatozoide: el acrosoma, el nucleo, el flagelo y la
membrana plasmatica. Esta ultima es la que experimenta mas modificaciones, debido a la
adicion de proteinas, principalmente glicoproteinas (Jones, 1998). La composicion lipidica de
la membrana del espermatozoide varia durante éste transito: la cantidad de colesterol
disminuye y aumenta la concentracién de desmosterol y sulfato de colesterol, asi como la

composicion de fosfolipidos y acidos grasos (Alvarez, 2003).

El metabolismo de los espermatozoides también se ve modificado durante su trayecto
por el epididimo. Cambia su actividad glicolitica y sus niveles de AMPc al activarse una
adenilato-ciclasa y disminuir la actividad de una fosfodiesterasa de AMPc (Hoskins y

Vijayaraghavan, 1990).

El espermatozoide adquiere la capacidad de mover el flagelo durante este trayecto, sin
embargo el movimiento empieza después de la eyaculacion. Los mecanismos celulares y
moleculares involucrados en la adquisicion de la movilidad no se conocen bien, sin embargo
se han reportado ciertos reguladores o mediadores de la activacion del axonema;
glicoproteinas epididimarias y albumina, AMPc, cambios en la composicion fosfolipidica de

la membrana (Hoskins y Vijayaraghavan, 1990).

La maduracion de los espermatozoides ocurre principalmente en la cabeza y en el
cuerpo del epididimo para finalmente ser almacenados en la cola del mismo y a través de
movimientos peristalticos y del plasma seminal pasan por la uretra; para ser liberados al
tracto genital femenino durante la eyaculacion y a través de movimientos peristalticos y
arrastre del plasma seminal pasan por el tracto y el pene para ser liberados al exterior por la

eyaculacion (De Jonge y Barratt, 2006).
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1.2.2. MADURACION EN EL TRACTO GENITAL FEMENINO

Los espermatozoides de la mayoria de los mamiferos son depositados en la vagina y de ahi
son transportados a través del cérvix hasta un pequefio orificio en el oviducto (trompas de
Falopio), es decir, hasta la union utero-tubal mediante la movilidad activada asi como por las
contracciones musculares de la vagina, cérvix y Utero. La union Gtero-tubal funge como una
barrera para los espermatozoides, ya que sélo logran pasar aquellos que presentan una
movilidad activada. De los miles de espermatozoide depositados, s6lo unos cuantos pasan esta
barrera. El oviducto consta de dos regiones: el istmo y el ampula. Cuando el espermatozoide
activado logra pasar al oviducto, se encuentra primero con el istmo, el cual se conoce como el
reservorio del oviducto, se encuentra primero con el istmo, ya que los espermatozoides se
fijan fuertemente al epitelio oviductual, quedando atrapados y formando un reservorio. Es en
este sitio donde los espermatozoides se almacenan y poco a poco se hipereactivan y capacitan
asincronicamente. Aqui se pierden los factores descapacitantes, con lo que disminuye la
afinidad de los espermatozoides por el epitelio, permitiéndoles liberase y migrar hacia la
region del ampula en donde se llevara a cabo el encuentro con un ovocito. Para este momento
el espermatozoide debe ser capaz de reconocer la capa extracelular del ovocito, la ZP y unirse

a ella (Eisenbach y Giojalas, 2006; Suarez y Pacey, 2006).

La capacitacion y la hiperactivacion permiten al espermatozoide unirse a la zona
pelicida del ovocito, especificamente a la glicoproteina ZP3, que ademas induce la RA,
proceso que permite al espermatozoide penetrar las capas externas del ovocito y fusionarse
con €l (Darszon et al., 2006; Suarez y Pacey, 2006; Turner, 2006). Estos tres procesos son
esenciales para que el espermatozoide fecunde al ovocito y estdn mediados por los

mecanismos de transporte de calcio.

1.2.2.1.- CAPACITACION ESPERMATICA

La capacitacion operacionalmente se define cémo la adquisicién de la capacidad para
fecundar al 6vulo. La capacitaciébn es un proceso lento, de unas 3-6 horas en el
espermatozoide humano y es dependiente de Ca®*. Consiste en una serie de modificaciones
tanto bioquimicas como biofisicas en el espermatozoide que se dan a lo largo del tracto
genital femenino (TGF), y particularmente en el itsmo del TGF, necesarios para que ocurra la
RA (Darszon et al., 2006; Suarez y Pacey, 2006; Turner, 2006).
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Las vias de sefializacion solo se han definido parcialmente. Este proceso incluye una
reorganizacion de la membrana plasmatica, fosforilacion de proteinas por tirosin-cinasas, asi
como un incremento del pH; y de la [Ca®*]i. Todos estos cambios preparan al espermatozoide
para que pueda responder a la ZP y a la cobertura extracelular del ovocito y se desencadene la
RA (Baldi et al., 2000; Darszon et al., 2006; De Jonge y Barratt, 2006).

Durante la capacitacion las proteinas y los lipidos de la membrana sufren cambios
dramaticos y se reorganizan (Harrison y Gadella 2005). El contenido rico en albumina y
lipoproteinas de alta densidad (HDL) del fluido del oviducto promueve la remocion de
colesterol de la membrana plasmatica del espermatozoide (Figura 2). Se ha propuesto que la
membrana plasmatica del espermatozoide se hace mas fluida y permeable, alterandose el
transporte i6nico e incrementandose la concentracion de Ca** y de HCOs en el citosol
(Darszon et al., 2006; De Jonge y Barratt, 2006; Gadella et al., 2008). Sin embargo, como se
regula la liberacion de colesterol del espermatozoide es aln poco claro.

Se cree que la entrada de HCOs puede estar mediada por un cotransportador Na‘/
HCOj3™ o por difusién como diéxido de carbono (Krapf et al., 2010). Dos tipos de adenilato
ciclasa (AC) se han descrito: 1) la adenilato ciclasa soluble (ACs), dependiente de HCO3 y
Ca®* (Litvin et al., 2003) y 2) la AC transmembranal (ACin, con nueve isoformas ACq, 1-9)
que se activan principalmente por receptores acoplados a proteinas Gy, Yy se regulan de
manera diferente por la [Ca?*], PKA y PKC (Luria et al., 2002). La ACs es esencial para la
regulacion de la movilidad y la fertilidad del espermatozoide (Hess et al., 2005). Se pensaba
que la ACs solo podia funcionar en las celulas germinales masculinas, pero tambien esta
presente en las células somaticas en distintos sitios (Zippin et al., 2004). Por ejemplo, en las
células de las vias respiratorias humanas, la ACs se localiza en los cilios en donde regula la
movilidad (Schmid et al., 2007).

El ingreso de HCO3 y Ca’* activa la ACs. Esta enzima por medio de ATP, produce
AMPc, el que a su vez activa a la proteina cinasa A, dependiente de AMPc. Inicialmente se
pensd que el AMPc en espermatozoides se producia sélo por ACs y que Gy, estaba ausente.
Sin embargo, la evidencia sugiere que las ACn y varias G, pueden estar presentes en el erizo
de mar y en los espermatozoides de mamiferos (Beltran et al., 2007; Baxendale et al., 2003).
El AMPc es un segundo mensajero esencial en la fisiologia espermatica que induce, entre
otros procesos, la activacion tardia de una tirosina cinasa (PTK) que fosforila proteinas en
tirosinas Darszon et al., 2006; De Jonge y Barratt, 2006; Krapf et al., 2010). Durante la
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capacitacion el pH; se alcaliniza (de 6.7 a 6.85 en humano: Neri-Vidaurri et al., 2006). La
capacitacion conduce también a cambios en los patrones de la movilidad (Baldi, et al., 1991;
Blackmore, 1993; Mendoza, y Tesarik, 1993; Darszon et al., 2007).
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Figura 2. Flujo de iones durante la capacitacion y la hiperactivacion en espermatozoide de mamiferos. Ambos
proceso ocurren en paralelo a lo largo del tracto genital femenino (TGF), pero solo algunas vias de sefializacién
son compartidas. La albumina presente en el TGF remueve al colesterol de la membrana plasmatica del
espermatozoide modificando algunas de sus propiedades y también activa directamente a los canales CatSper
aumentando la [Ca?'];. La activacion del cotransportador Na'/HCO3’, (posiblemente activado por Ca** externo,
incrementa los niveles de HCO3 activando a la ACs y produciendo AMPc. EI AMPc activa al intercambiador
Na*/H* (SNHE) y junto con la activacion del canal protén (Hy) por la remocién de Zn*, aumenta el pH; y otros
parametros celulares que activan a los canales CatSper y SLO3. El aumento de Ca®* también influye en la
glicolisis y en la actividad del axonema, favoreciendo la hiperactivacion de la movilidad. Varias bombas
(PMCA4, SPCA1) movilizan Ca*" y canales (receptores al IP3 (IP3Rs) y receptores a rianodina (RyRs))
participan durante la sefializacién de Ca*. Al incrementarse los niveles de AMPc se activa PKA, después se
desconoce como se estimulan las vias de la tirosina cinasa para que ocurra la fosforilaciéon asociada a la
capacitacién. Posibles conexiones en la sefializacion entre la capacitacion y la hiperactivacién se indican. En
algunas especies la capacitacion estd acompafiada por la hiperpolarizacion de la membrana, los canales y los

transportadores involucrados en éste proceso se sefialan (Darszon et al., 2011)

1.2.2.2.- MOVILIDAD ESPERMATICA.

La movilidad espermatica constituye uno de los parametros fundamentales para valorar la
calidad de una muestra seminal. Los espermatozoides requieren ser méviles progresivos para
poder cumplir su principal objetivo, la fecundacion. Hay dos tipos de movilidad: La activada
y la hiperactivada (Darszon et al., 2006; Suarez, 2008; De Blas et al., 2009).
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Activada. Esta movilidad se refiere a una amplitud baja del batido flagelar que
presentan los espermatozoides recién eyaculados; la activacion les permite llegar al itsmo,

donde son capturados.

Hiperactivada. Un espermatozoide hiperactivado se caracteriza por presentar un
aumento en la amplitud del batido flagelar, originandose trayectorias con un mayor
desplazamiento lateral de la cabeza, lo que lleva al desarrollo de movimientos asimétricos, no
progresivos y vigorosos, en medios de cultivo no viscosos, En cambio, en medios viscosos
este movimiento es rectilineo y vigoroso y le confiere al espermatozoide la capacidad de
liberarse del epitelio oviductual del itsmo y seguir progresivamente a lo largo de este tejido;
mejora las posibilidades del contacto con el ovocito y la penetracion del cumulus oophurus en
la zona penetracion (Mortimer, 1997; Darszon et al., 2006; De Jonge y Barratt, 2006; Suarez
y Pacey, 2006; Suarez, 2008).

La mayoria de los gametos masculinos, incluyendo algunas especies del reino vegetal,
usan un flagelo para impulsarse y nadar (ver apartado 1.1). La maquinaria que mueve al

flagelo y a los cilios es el axonema (De Jonge y Barratt, 2006; Lindemann et al., 2010).

Se ha reportado que la movilidad espermética de los mamiferos se regula a traves de
dos rutas de sefalizacion: la de AMPc/PKA y la de Ca**. EI AMPc se incrementa por la
activacion de la ACs dependiente de HCO3™ y por la inactivacion de la fosfodiesterasa (PDE)
(Turner, 2006). EI incremento de AMPc activa la PKA con lo que se induce la fosforilacién
de serinas/treoninas que a la larga, inducirian forforilacién de tirosinas flagelares,
probablemente a través de la activacion de PTK dando como resultado la hiperactivacion del

espermatozoide (Darszon et al., 2006; De Jonge y Barratt, 2006; Turner, 2006).

1.2.2.2.1. Cuantificacion de la movilidad espermatica

La movilidad espermatica constituye uno de los parametros fundamentales para valorar la
calidad de una muestra seminal. La evaluacion de esa calidad se basa en la movilidad lineal y
porcentaje de espermatozoides dotados de movimiento. Actualmente existen dos formas de
evaluar la movilidad espermatica: una subjetiva y la otra objetivamente. La valoracion
subjetiva se realiza colocando la muestra de espermatozoides sobre un portaobjetos o con una
camara de Makler y observando con un microscopio Optico; la estimacién se hace
directamente y el observador califica la movilidad segin la Organizaciéon Mundial

Organizacién Mundial de la Salud: A, movilidad lineal; B, movilidad curvilinea; C; movilidad
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in situ y D, inmoviles (WHO, 1999). La valoracion objetiva se realiza mediante sistemas
semiautomaticos y automaticos denominados CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis)
Estos adquieren imagenes sucesivas que proporcionan la posicién puntual de los
espermatozoides en distintos tiempos y la unién de estos puntos corresponde a las trayectorias
rectilineas que definen el tipo de desplazamiento espermatico (Figura 3). Este tipo de
valoracion introduce precision y datos cuantitativos sobre la cinética de los espermatozoides
(Herndndez-Rueda, 2008).

Los componentes comunes del CASA son: un microscopio, una video cdmara, una
tarjeta de captura de cuadros de video y una computadora; se usa un software para identificar
y seguir a todos los espermatozoides en las imagenes del video y muestra todos los datos

calculados.

Primero, la imagen obtenida del campo del microscopio se envia a la camara y se
convierte en una imagen digital. La forma mas facil para que el sistema de imagenes detecte
al espermatozoide es usando microscopia de campo oscuro. Con esta la cabeza del
espermatozoide se ve blanca sobre el campo oscuro. El brillo de la imagen de la cabeza
permanece constante aun cuando ésta rota. La imagen de cada cabeza se digitaliza y se
determina el nimero de pixeles que abarca. Existe un rango en el nimero de pixeles que es
aceptable para la cabeza de un espermatozoide, dado el tamafio minimo y maximo previsto
para cada especie, asi la computadora reconoce un objeto que cae dentro del rango esperado

como la cabeza de un espermatozoide (Mortimer, 2000).

A partir de lo anterior, el CASA se basa en la captura sucesiva de imagenes de
espermatozoides en movimiento, mediante la identificacion de la cabeza en un campo obscuro

proveniente de un microscopio de contraste de fases (Mortimer, 2000).
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Figura 3. El sistema CASA. Se basa en la captura sucesiva de imagenes de espermatozoides en movimiento
mediante la identificacién de la cabeza en un campo obscuro proveniente de un microscopio de contraste de
fases (Mortimer, 2000).

Existen diversos sistemas de analisis de imagen computarizados en el mercado y cada
uno difiere en el método y algoritmos por los que se obtiene las caracteristicas del
movimiento espermatico, razon por la cual no se tiene una estandarizacion de valores

normales para todos los CASA.

Entre los diferentes CASA se encuentra el Hamilton Thorne Motility Analyzer, el cual
se uso para obtener los resultados de movilidad que se presentan en esta tesis. En este aparato
se puede realizar el analisis de movimiento referido a la cabeza espermatica y obtener los
principales valores cinemaéticas que se evallan a partir de la trayectoria descrita por los

espermatozoides, los cuales son mostrados en la tabla I (ver anexo).

1.3. Ca”Y CANALES DE Ca* EN EL ESPERMATOZOIDE

Debido a la participacion del calcio en la movilidad espermatica, a continuacion daré una

descripcion general de algunos de los canales para este i6n y sus caracteristicas funcionales.

El Ca?* es un regulador fundamental en la fisiologia del espermatozoide (Baldi et al.,
2000; Carlson et al., 2003). El aumento en la [Ca®*]; puede ocurrir por la entrada de Ca** a la
célula a través de la membrana plasmatica 0 mediante su liberacion de pozas internas. En
espermatozoides de mamiferos se han reportado canales dependientes de voltaje, canales de
Ca®* activados por el vaciamiento de pozas internas, bombas de Ca®*, canales de Ca*
activados por nucleétidos ciclicos, canales de Ca?* regulados por ligandos, intercambiadores

17



de Ca® y canales catiénicos especificos del espermatozoide (Darszon et al., 2006; Turner,
2006; Lishko y Kirichok, 2010; Ren y Xia 2010). Los CatSper son los que al parecer juegan
un papel central en el desarrollo de la hiperactivacion. Su falta en ratones “knock out”
produce machos estériles con espermatozoides incapaces de hiperactivarse, sin afectar la
movilidad activada, capacitacion o RA. Estos canales se encuentran en la pieza principal del
flagelo. Sin embargo, el papel que tiene en la fisiologia del espermatozoide aun no es claro
totalmente (Lishko y Kirichok, 2010).

El Ca** se requiere para la movilidad espermatica y proviene de calcio extracelular; el
aporte de calcio de almacenes internos es poco claro. Tampoco se tiene completamente claro
como afecta el incremento de este ion al flagelo. Los efectos que se han reportado tienen
relacion en el grado de asimetria flagelar caracteristico de una movilidad hiperactivada, el
Ca’* actuarfa directamente por medio de proteinas fijadoras en el brazo externo de la dineina,
lo que induce el movimiento asimétrico; sin embargo, altas concentraciones de este ion
inhiben la movilidad flagelar. Este Ca** puede provenir, ademas del medio extracelular, de
varias fuentes intracelulares como: las reservas intracelulares de Ca®* mediada por los
receptores de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), de la mitocondria o de la teca perinuclear
(Darszon et al., 2006; De Jonge y Barratt, 2006).

1.3.1. CANALES DE CALCIO

Los canales i6nicos son proteinas transmembranales formadas por glicoproteinas que
contienen poros acuosos que cuando se abren permiten el paso selectivo de iones especificos a
través de las membranas celulares. Estos canales actian como compuertas que se cierran o0 se
abren en funcion de los estimulos externos. Asi, los canales idnicos controlan el paso de
iones, y por tanto el gradiente electroquimico, a través de la membrana de toda célula viva.
Los canales de calcio en el espermatozoide humano son esenciales para llevar a cabo procesos
necesarios como la capacitacion, la hiperactivacion de la movilidad y la reaccion acrosomal

para fertilizacion (Darszon et al., 2006b).

En las células en reposo, la concentracion intracelular de Ca®* es 20.000 veces menor
gue su concentracion en el medio extracelular; por otro lado, el interior celular es
electronegativo (-50 a -60 mV), es decir, que existe un gradiente electroquimico que favorece
la entrada de iones Ca®* en la célula. Sin embargo, en una célula en reposo, la membrana

celular es muy poco permeable al Ca®*, por lo que la entrada del mismo a favor de este
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gradiente es minima. Ahora bien, durante la activacion celular, la concentracion intracelular
de Ca®* aumenta como consecuencia de la entrada de Ca** extracelular a través de la

membrana plasmatica (Gilbert, 2006).

Existe la idea de que se presentan mecanismos de entrada pasiva de calcio, Por
ejemplo, los canales dependientes del voltaje que en el reposo estarian inactivados o
desactivados, dependiendo del potencial de membrana en el reposo de la célula, podrian
presentar cierta apertura aun en estados predominantemente cerrados, permitiendo una entrada
de calcio suficiente para llevar el calcio a sus valores de reposo. Con esta misma idea, los
canales de calcio no dependientes de voltaje, como los modulados por nucle6tidos ciclicos o
los canales operados por pozas internas podrian en condiciones de reposo y con una muy baja
probabilidad de apertura contribuir a la [Ca®'];. Asimismo, cabe la posibilidad de que los
sistemas de salida de calcio, como las ATPasas o el intercambio Na/Ca*, o de recaptura al
almacén interno, disminuyeran su actividad para que los niveles de calcio intracelular en el

reposo aumenten (Gonzalez-Martinez, 2003).

Recientemente se encontré un canal cationico en espermatozoides de raton, el
CatSper. Los CatSpers parecen formar un tetrdmero (1-4) que es muy pH; dependiente y
moderadamente voltaje dependiente. En ausencia de calcio externo CatSper funciona como un
canal de sodio independiente de voltaje. Se ha propuesto que un aumento en el calcio
intraflagelar producido al activarse CatSper 1-4 por un aumento en el pH; regula la intensidad
del movimiento flagelar tipico de la hiperactivacion (Kirichok et al., 2006).

1.3.1.1. CANALES DE CALCIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE

Los canales de calcio dependientes de voltaje (Cay) son una familia de proteinas oligoméricas
transmembranales que abren en respuesta a la despolarizacion permitiendo la entrada de iones
Ca®" a la célula (Catterall, 2000; Ertel et al., 2000). Todos los Cay estan constituidos por una
subunidad principal, a1 (formacion de poros), con un peso molecular de 190-250 kDa. Esta
proteina contiene cuatro dominios homologos (I-1V). Cada dominio se compone de seis
hélices transmembranales (S1-S6). Entre cada segmento S5 y S6 hay una region no-helicoidal
(P-“loop”) que forma parte del revestimiento del poro del canal determinando su conductancia
y selectividad i6nica. (Figura 4) (Catterrall et al., 2003). Estudios sugieren que la expresion

de la subunidad al puede ser capaz de formar un canal funcional por si misma, pero
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usualmente se asocia con la subunidad B y la subunidad auxiliar o-6. Diez genes ol son

conocidos, (alamsicioercmns). (Reuter 1967).

DOMINIOI DOMINIO II DOMINIO I DOMINIO IV
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Figura 4. Estructura y caracteristicas funcionales de los Cay. Estructura supuesta de una subunidad de Cay al.
Todo los Cay, se componen de cuatro dominios (I-1V). Cada dominio se compone de seis hélices
transmembranales (S1-S6). Entre cada segmento S5 y S6 hay una region no-helicoidal (P-“loop”) que forma
parte del revestimiento del poro del canal determinando su conductancia y selectividad. Entre el dominio I-I1
(intracelular) se encuentran los sitios con los que la subunidad ol interactta con la subunidad B (el dominio alfa
interaccional (AID) mostrado como una caja roja. Los sitios en que los canales activados pueden ser regulados
por fosforilacién. En los canales activados a bajo voltaje no est4 presente la subunidad B (Modificado de
Jagannathan et al., 2002).

1.3.1.1.1. Clasificacion

Los canales de Ca®* dependientes de voltaje se pueden clasificar basandose en sus
caracteristicas biofisicas y su sensibilidad a una serie de farmacos y toxinas en por lo menos
seis tipos (T, L, N, P, Q, R) (Birnbaumer et al., 1994).

Los canales activados por alto voltaje (HVA o Cavl y 2) son llamados asi debido a
que se requieren grandes despolarizaciones para su activacion; se abren a un voltaje > 30 mV.
Se han descrito cinco tipos funcionales de canales de Ca®* (Randall, 1998), denominados L,
N, P, Q y los tipos R. Los canales de tipo L muestran una sensibilidad particular a 1,4-
dihidropiridinas (DHPs), mientras que los canales de tipo N son extraordinariamente sensibles
al -conotoxina GVIA (del caracol de cono Conus geographus L). Los canales P, Q y R se
pueden separar de acuerdo a su sensibilidad diferencial a m-conotoxinas y w-agatoxinas, de la

arafia embudo Agelenopsis aptera.

Los canales activados a voltajes bajos (LVA o Cav3) se describieron originalmente en
neuronas sensoriales de vertebrados (Carbone y Aswandulla, 1989). Estos canales se han
encontrado en una gran variedad de células excitables y no excitables (neuronas, musculo

cardiaco, liso y esquelético, fibrobastos, osteoblastos, astrocitos, pituitaria, etc.) y se

20



encuentran ausentes en celulas cromafines y en neuronas simpaticas. Su funcion esta
relacionada principalmente con la actividad ritmica (marcapasos) y la entrada de Ca*" a
potenciales negativos. Estos canales inicialmente se llamaron “de tipo T, ya que se abren de
forma transitoria; se activan a potenciales de -70 mV y alcanzan su corriente méxima
alrededor de -20 mV (Bossu et al., 1985; Feduloava et al., 1985; Carbone y Aswandulla,
1989).

Pérez-Reyes y colaboradores (2010) han descrito que los canales T tienen tres
mecanismos diferentes referentes a la activacion por proteinas G. La inhibicion de los canales
Cav3.2 ocurre por:: 1) una inhibicion directa por subunidades G2y, 2) una via independiente
de GByy», pero con la participacion del PLC (fosfolipasa C), DAG (diacilglicerol) y PKC y 3)

un mecanismo que involucra a Gas que no activa a ninguna cinasa.

Los canales de tipo T son modulados por anandamida, por acido araquidénico y grasas
poliinsaturadas (rango mM) (Tang et al., 1988), Por ejemplo, lipoaminoacidos como N-
arachidonoyl glycine (NAGIy), una molécula estrechamente relacionada con los
endocannabinoides que no activan a los receptores de cannabinoides o a los canales TRPV1,
se ha reportado que bloquea a los canales de Cav3.2 (Barbara et al., 2009). La presencia Zn*",
en concentraciones uM en el plasma seminal, inhibe preferentemente a Cav3.2 (ICsy 0.8 pM),
mientras que Cav3.1 y 3.3 son de 100 a 200 veces menos sensibles en espermatozoides de
erizo Darszon et al., 2011). Las corrientes de los canales Cav3 son inhibidas por amilorida,
pimozida, mibefradil, kurtoxin y a bajas concentraciones de Ni** (40 pM), sin afectar las
corrientes de alto umbral (Arnoult et al., 1998; Olamendi-Portugal et al., 2002) (Tabla 1). Las
drogas que normalmente se consideran como antagonistas de Cavl y Cav2 como la nifedipina
y afines a 1,4-dihidropiridinas (DHP), a menores concentraciones (UM) también pueden
bloguear las corrientes en las células de espermatogénesis de tipo T (Cav3) (Arnoult et al.,
1998; Santi et al.,, 1996). El perfil farmacoldgico de las corrientes en las células
espermatogénicas (Darszon et al., 2006b), asi como los registros en células espermatogénicas
de ratones nulos de Cav3.1y 3.2 (Escoffier et al., 2007) son consistentes con la propuesta de
gue Cav3.2 es la principal isoforma funcional en estas células. Ademas, los canales Cav3
parecen regularse en estas células por protein-cinasas (Arnoult et al., 1998), alblmina
(Espinosa et al., 2000) y CAM (Lopez-Gonzalez et al., 2001). La familia de los Cav3.1y 2 se
ha inmunolocalizado en el esperma de los mamiferos, en la region acrosémica. Sin embargo,

los ratones knock-out para estos dos isoformas de Cavs son fértiles (Chen et al., 2003;
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Stamboulian et al., 2004). La participacion de Cav3 en la RA en esperma de humano es

todavia menos clara.

Tabla 1. Clasificacién de los canales de Ca** dependientes de voltaje

Tipo de Nombre Tipo de Nombre_ de Blogueador
canal de del canal : la subunidad a
ca?t corriente ol principal
Ca/l.1 alS DHPs
Ca,l.2 L alC DHPs
Ca,1.3 alD DHPs
HVA Ca/l.4 alF DHPs
Ca,2.1 PIQ alA (?é'?:TMX\I/\I/Ié 8
Ca 2.2 N alB o-CTx-GVIA
Ca,2.3 R alE SNX-482
Ca,3.1 alG Ni%*, Mibefradil
LVA Ca,3.2 T alH Ni**, Mibefradil
Ca3.3 all Ni%*, Mibefradil

(Adaptado de Catterall, 2003)

1.3.1.1.2. Localizacion

El estudio de la expresion de los Cay en espermatozoides humanos es limitado. Un grupo de
investigadores (Hagiwara y Kawa, 1984; Arnoult et al., 1996; Lievano et al., 1996;
Jagannathan et al., 2002b) mostraron que en espermatozoides de mamifero se activan canales
de calcio dependientes de voltaje de bajo umbral. En el espermatozoide de humano, usando
northern blot se detectd la subunidad Ca,3.1 en testiculos y por RT-PCR en eyaculados
espermaticos (Publicover y Barratt, 1999; Jagannathan et al., 2002b). Esperimentos de
inmulocalizacion detectaron a estos canales en la cabeza y en el flagelo (Jagannathan et al.,
2002b; Trevifio et al., 2004). Los Ca,3.2 se localizan en la pieza principal del flagelo y en la
cabeza, en cambio Ca,3.3 esta restringido en la pieza intermedia. Se detectaron los RNAm de
la mayoria de los canales Ca,: Ca,1.2, Ca,2.2 Ca,2.3, Ca,3.1, Ca,3.2 y Ca,3.3 excepto Ca,1.3
y Ca,2.1 (Jagannathan et al., 2002b).
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Para demostrar que los Cay se expresan en la cola de los espermatozoides y pueden participar
en la regulacion flagelar Trevifio et al., (2004) realizaron estudios de immunolocalizacion
mostrando que al menos dos canales (Cay 3.2 y Cay 3.3) se presentan en espermatozoides

humanos.

1.3.1.2. Canales cationicos del espermatozoide

Los CatSper, son canales cationicos de la membrana plasmatica especificos de los
espermatozoides de mamiferos y algunas otras especies como el erizo de mar (Navarro et al.,
2008). Si se elimina cualquiera de las subunidades CatSperl, CatSper2, CatSper3 o de
CatSper4, los ratones machos son infértiles. EI CatSper estan localizados en la pieza principal
del flagelo y es un canal permeables a Ca?* débilmente sensibles al voltaje, activado por pH;
elevado y fundamentalmente para la hiperactivacion (Navarro et al., 2008). El primer
miembro de la familia, de CatSper, CatSperl, se detectd durante la basqueda de la homologia
de la secuencia selectiva de canales de Ca** dependientes de voltaje (Cavis) (Ren et al.,
2001). El gen CatSperl del ratdn se encuentra en el cromosoma 19 y consta de 12 exones, con
una estructura de lectura abierta (ORF) que codifica una proteina de 686 aminoécidos.
CatSper2 fue descubierto como una transcripcion especifica del espermatozoide utilizando
una sefal de captura de péptidos. EI cromosoma dos de ratén contiene el gen CatSper2, que
codifica una proteina de 588 aminoacidos de longitud (Quill et al., 2001). CatSper2 tiene al
menos 3 variantes de empalme, los dos ultimos miembros de la familia. CatSper3, se
encuentra en el cromosomas 13 del ratén, y codifica a 395 aminoécidos, mientras que
CatSper4, se encuentra en el cromosoma 4 del raton y codifica una proteina de 442
aminoacidos. CatSper3 y CatSper4 tienen varias variantes del potencial de empalme. Se han
encontrado ortdlogos de CatSper en todos los mamiferos examinados, en ascidia (Ciona
intestinalis), erizos de mar (Strongylocentrotus purpuratus). CatSpers no se ha identificado en
el pescado (Fugu rubripes y Danio rerio), moscas (Drosophila melanogaster), gusanos

(Caenorhaditis elegans), o plantas (Arabidopsis thaliana), (Navarro et al., 2008).

Los polipéptidos funcionales del canal con la mayor similitud de CatSpers son canales
de sodio dependientes del voltaje (NayBP) en bacterias y la familia Cay de los mamiferos. La
topologia prevista de los 4 miembros de la familia CatSper consta de un amino citoplasmatico
y un carboxilo-terminal acompafiado de 6 segmentos transmembranales (S1-S6). Al igual que
otros canales dependientes del voltaje, estos segmentos estan organizados en 2 maodulos

funcionalmente distintos: el sensor de voltaje (S1-S4) y el dominio que forma el poro que es
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S5-S6 (P-“loop”). Todos los Cays conocido con 4 repeticiones de los dominios 6 segmentos
transmembranales (derivados de la duplicacion de genes de un solo gen). La selectividad a
Ca’* esta probablemente definida por los aminoécidos cargados negativamente en la
secuencia de consenso de los poros (figura 5) (Navarro et al., 2008).
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Figura 5. Prediccion topoldgica secundaria de CatSperl-4 Humanos. CatSperl-4 tiene 6TM con un sensor de
voltaje (S1-S4) y un poro (S5-S6) de dominio. B) sensor de voltaje. C) Arbol filogenético, anclado a NaChBac.

(Tomado de Navarro et al., 2008; Darszon et al., 2011).

La posibilidad de hacer “whole cell patch-clamp” en espermatozoides, que da acceso a
la totalidad de las corrientes del espermatozoide a través de la gota citoplasmatica, permitié
finalmente la caracterizacion de la corriente de CatSper (lcatsper). La lcatsper €5 UNA corriente
rectificante débil, sensible al pH, selectiva a Ca®* y especificamente localizada en la pieza

principal del espermatozoide (Kirichok, et al., 2006).

La lcasper €S débilmente dependiente de voltaje. Las curvas de g-V de CatSper se desplazan

significativamente hacia potenciales hiperpolarizados por pH; alcalino, consistente con el
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aumento de la corriente de CatSper después de condiciones capacitantes que alcalinizan en el
medio intracelular (pH 6.8; rango de 7-8) (Kirichok et al., 2006; Qi et al., 2007). La lcasper de
espermatozoides silvestres se elimina en aquellos ratones nulos para CatSper1-4 (Kirichok et
al., 2006; Jin, et al., 2007; Qi et al., 2007). En cambio en la corriente de CatSper no se altera

en ratones nulos para el intercambiador Na*/H" cuando se controla el pH; (Qi et al., 2007).

1.3.1.2.1. Relacién CatSper- Movilidad

La movilidad hiperactivada es esencial para la penetracion a través de la zona peltcida del
ovocito, que requiere la elevacion de Ca®* en el flagelo del espermatozoide (Lindemann y
Goltz, 1988). Curiosamente, espermatozoides mutantes para CatSper muestran una
disminucion gradual de la movilidad (Jin et al., 2007; Qi et al., 2007) y mas bajos niveles de
ATP en comparacién con espermatozoides silvestres (Xia et al., 2007), lo que sugiere que el
influjo de Ca* a través de los canales de CatSper puede regular otras vias de sefializacion,

tales como glicolisis dependiente de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa-S (GAPDS).

La Icasper €S responsable del aumento de la [Ca?*]; durante la capacitacién que permite
la movilidad hiperactivada. Los ratones nulos para CatSperl-4 son estériles y no desarrollan
la movilidad hiperactivada. El influjo de Ca*" a través de los canales CatSper incrementa el

batido flagelar.

1.3.2. ESPERMATOZOIDES INCUBADOS EN MEDIO SIN Ca**

El Ca** es un importante mensajero intracelular cominmente usado en diferentes vias de
sefializacion por lo cual esta involucrado en la regulacion de varias funciones celulares. Un
ejemplo es el espermatozoide de mamiferos, en el que el Ca?* participa en la regulacion de sus

funciones mas importantes como la movilidad, la capacitacién, la RA y la fecundacion.

El espermatozoide de ratén, en medio libre de Ca*", tiene una sustancial permeabilidad
a Na’ y su potencial de membrana es dependiente de la [Na']e y no del K* extracelular como
sucede en medio con Ca®*. La re-adicién de Ca®* induce una hiperpolarizacion transitoria
dependiente de la ATPasa Na'/K". Lo anterior sugiere que en ausencia de Ca**, el Na* puede
permear a través de canales de Ca?* (Espinosa y Darszon, 1995). Estudios realizados en
nuestro laboratorio muestran el efecto del EGTA (&cido etilén glicol tetraacetico), un agente
quelante de Ca®*, sobre el potencial de membrana y la [Ca*];, medidos simultaneamente en el

espermatozoide humano. La adicién de EGTA en medio con Ca®* causa una disminucién en
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la [Ca®*];, ademés provoca una despolarizacién sostenida, inicialmente rapida, la cual es
seguida por una larga fase que alcanza valores de potencial de membrana desde el reposo de ~
-50 mV a ~0 mV. Al restaurar el Ca** se produce un rapido incremento transitorio en la
[Ca®*]; que después decrece a valores basales. Simultdneamente, se produce una
hiperpolarizacién de ~ -70 mV. Asi, en experimentos donde se incrementé la [Ca®*]i con
progesterona y después se remueve el Ca** con EGTA, se observa una despolarizacion
sostenida causada por la disminucién sostenido en la [Ca?*];, la cual es reversible al restaurar
el Ca*. Esto indica que la disminucion en la [Ca®"];, no provoca en si misma la
despolarizacion sostenida inducida por remocién de Ca®* y da paso a la hipdtesis de que la
despolarizacion es causada por la remocién de Ca** de sitios de unién externos (Gonzélez-
Martinez, 2003).

Ademas del Ca®*, existen otros iones como el Na*, K*, CI", juegan un papel importante
en la fisiologia del espermatozoide. El gradiente a ambos lados de la membrana plasmatica y
el paso de estos iones a través canales, es importante para que la célula pueda llevar a cabo

diferentes funciones.

Por ejemplo las células utilizan el gradiente de sodio, generado por la actividad de la
bomba ATPasa Na'/K", para transportar otros iones y moléculas. En las células excitables, el
potencial de accion se dispara por una corriente de Na* activada por el voltaje. El influjo de
Na® a través de canales para este cation, dependientes de voltaje (Na,) produce
despolarizacion durante la fase inicial del potencial de accion de células excitables. El
gradiente de Na* sirve también como fuerza impulsora en el transporte de metabolitos, como
en el caso del transportador de glucosa, que cotransporta glucosa utilizando el gradiente de
Na® (Catterall et al., 2003).

Registros de canales de Na* reportan que un canal de Na* sensible a amilorida esta
involucrado y puede contribuir a la regulacion del potencial de membrana en reposo del
espermatozoide. Las caracteristicas de este canal concuerdan con la familia de los canales
epiteliales de Na* (ENaCs) que se encuentran presentes en el espermatozoide (Hernandez-
Gonzaélez, et al., 2007).

Se ha investigado el papel funcional de los Na, en el espermatozoide maduro, por
ejemplo estudios donde se analizo el efecto del uso veratridina, un activador de Na,, en la

movilidad espermatica; el resultado fue que la veratridina induce un incremento en la
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movilidad progresiva que no fue acompafiado por cambios en la [Ca®*]i. Se ha sugerido que la
movilidad espermatica de alguna manera depende de Na' (Pinto et al., 2009).

Se han identificado intercambiadores, tales como el intercambiador Na*/H* (SNHE) el cual se
encuentra principalmente localizado en el flagelo. La disrupcion del gen de la SNHE causa
infertilidad y la completa pérdida de la movilidad espermatica. La ausencia de SNHE reduce
de manera importante la actividad de la ACs en el espermatozoide (Wang et al., 2007).
También se ha postulado que el intercambiador Na*/H™ interviene en la regulacion del pH; en

el espermatozoide de mamifero (Ren y Xia, 2010).

La ATPasa Na'/K" es una proteina integral de membrana que cataliza la translocacion
electrogénica de tres Na* fuera de la célula y de dos K" hacia dentro de la célula usando la

energia de la hidrolisis de una molécula de ATP. (Sanchez et al., 2006).
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II. JUSTIFICACION

En cualquier célula la regulacion del calcio intracelular es fundamental en la viabilidad celular
y consecuentemente en el mantenimiento de sus funciones. A este respecto cabe resaltar que
durante la capacitacion se presenta un aumento en los niveles de calcio intracelular en el
reposo, que seria relevante para la capacitacion. Por estos motivos consideramos que es
importante el estudio de los canal de Ca** que podrian estar participando en la regulacion de

los niveles de [Ca®"];.

Con base en lo anterior se propuso realizar el estudio del efecto que puede tener el influjo de
Na* y la despolarizacién del potencial de membrana, causados por remocién de Ca** sobre la
movilidad en los espermatozoides humanos. Estos experimentos contribuyen a entender mejor

la regulacion fisiologica de la movilidad espermatica.
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I11. HIPOTESIS

El CatSper participa en la regulacién del [Ca®*]i. En medio con cero calcio, CatSper permite
la entrada de sodio que produce una despolarizacion y un aumento significativo en la [Na'];.
Los niveles altos de sodio estimulan la actividad de la ATPase Na'/K", y como consecuencia
disminuiria la movilidad espermatica, por una disminucion en el contenido de ATP. En
cambio, cuando el calcio se restaura, el canal se bloquea y el potencial de membrana llega a

potenciales por debajo del reposo, debido a la operacion electrogénica de la bomba Na*/K".

Farmacoldgicamente el mibefradil bloquea CatSper, tanto en ausencia como en presencia de

calcio externo.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del aumento de sodio intracelular inducido por la eliminacién de calcio
sobre la movilidad del espermatozoide humano. Adicionalmente, explorar si el CatSper

participa en este fenémeno y en la regulacion del [Ca®*];.

Obijetivos especificos.

» Determinar la entrada de calcio en bajo calcio externo

» Caracterizar los cambios de sodio intracelular inducidos por la remocién de calcio

extracelular.
> Determinar la participacion de los Ca, en la entrada de Ca**

> Evaluar el efecto de mibefradil sobre el potencial de membrana y la entrada de Ca*

> Determinar el efecto del pH; sobre la concentracién de sodio y el potencial de

membrana

> Cuantificar el efecto de la disminucion de Ca?* extracelular sobre la movilidad

espermatica

> Cuantificar el efecto de la disminucion de Ca?* extracelular sobre la movilidad

espermatica y los mecanismos de trasporte ionico simultaneamente.

» Cuantificar el contenido de AMPcy ATP
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V. MATERIALY METODOS

5.1 MATERIALES Y MEDIOS

El yoduro de diisopropiltiodicarbocianina (diSCs (5)), fura 2-AM, SBFI-AM y BCECF se
obtuvieron de Molecular Probes. Los otros reactivos se obtuvieron de Sigma o Merck. El
amortiguador con Hepes para espermatozoides humanos (H-HSM) se prepar6 con la siguiente
composicién (en mM): NaCl, 117.5; KCI, 8.6; CaCl,, 2.5; NaH,PO,4, 0.3; MgCl,, 0.49;
Piruvato de sodio, 0.3; lactato de sodio, 19; glucosa, 2; HEPES-N bis, 25; pH 7.6 (Suérez, et
al., 1986). En algunos experimentos el NaCl, 117.5 mM se sustituyd por cloruro de colina
117.5 mM (bajo en sodio, Na-HHSM); este medio todavia contenia ~ 32 mM de Na'. Para
los estudios de movilidad, los espermatozoides se suspendieron en HHSM complementado
con BSA, 3 mg/ml y bicarbonato sédico 25 mM (capHHSM); este medio también se
modifico sustituyendo el NaCl por cloruro de colina (bajo en sodio-capHHSM).

5.2. PURIFICACION DE LOS ESPERMATOZOIDES.

El semen humano se obtuvo de un grupo de 12 donantes sanos de entre 20—28 afios con tres
dias de abstinencia sexual. Los donantes participaron en esté estudio despues de la lectura y
firma de una carta de consentimiento informado, aprobado por el Comité de Etica de la
Facultad de Medicina de la UNAM. Los espermatozoides se separaron del plasma seminal por
centrifugacion en un gradiente discontinuo de percoll isoténico 75/50% (ambos gradientes
amortiguados a pH 7.4 con hepes 10 mM y NaCl 150 mM) 20 min a 300 g en tubos cénicos

de 15 ml de acuerdo con Linares-Hernandez et al., (1988).

5.3. CARGA CON FURA-2, AM PARA LA DETERMINACION DE CALCIO

Los espermatozoides purificados (0.6-1.5 X 10° células) se cargaron con 2 uM del derivado
acetoximetil éster de Fura-2, (Fura-2 AM) por 40 minutos a 37 °C. Este derivado es
permeable a las células y en este tiempo de incubacién se incorpora al citoplasma, ahi las
esterasas separan al acetoximetilo, haciendo al colorante sensible al calcio. Una vez pasado el
tiempo, se lavaron las células por centrifugacion 5 min a 300 g con 5 ml de medio H-HSM.
Los espermatozoides se subdividieron e incubaros en 5 ml de medio H-HSM a 37°C por 10

min para la medicion de calcio intracelular y el potencial de membrana.
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5.4. MEDICIONES SIMULTANEAS DE LA [Ca®]; Y EL POTENCIAL DE
MEMBRANA.

La [Ca®]; y el potencial de membrana se midieron simultaneamente con los colorantes
fluorescentes Fura-2, AM y diSC3 (5), respectivamente, utilizando un fluorometro PTI
(Tecnologia de Fotén Internacional). Los espermatozoides cargados con Fura-2, (1 X 10’
espermatozoides) se centrifugaron a 300 x g por 3 min. La pastilla (100 ul) se afadié
inmediatamente a la celda que contenia 2.5 ml de H-HSM (u otro) + 0.5 uM de diSC; (5),
previamente calentada a 37 °C y bajo agitacién magnética constante. El fluorémetro tiene dos
fotomultiplicadores colocados a 90° con respecto a la fuente de la lampara de Xenon (Figura
6). Un fotomultiplicador detecta la sefial de Fura-2, con un filtro de 488 nm (Andover),
excitando a 340/380 con el monocromador de excitacion del sistema PTI. El otro
fotomultiplicador detecta la fluorescencia del diSCs (5) a 670 nm, excitado a 600 nm con una
lampara de helio colocada adelante de la fuente de xenon. Tanto las longitudes de onda de
excitacion como emision para diSCs; (5) se lograron con filtros Opticos de interferencia
(Andover). Los datos se adquirieron y digitalizaron a 0.83 Hz con la interfase PTI.

lampara
de Xe disparador

monocromador (z

excitacion a
340/380 nm

emision emision fuente de poder

de 670 nm de 488 nm D_
W e

fm-1 excitacion \ fm-2

a 600 Nnm celda

E . 3 lampara
de haluro

convertidor
A/ D

procesamiento
de la informacion

Figura 6. Representacion esquematica del sistema dptico para las mediciones simultaneas de calcio intracelular
y potencial de membrana. Se ilustra la posicion del monocromador con respecto a la celda y a la fuente de
xenon. La lampara adicional se encuentra en la ventana de excitacion del monocromador y en angulo recto a los
filtros de emision. El sistema de agitacion se adapto en la parte inferior de la celda, la cual cuenta con un termo-
estabilizador incluido en el equipo (Espectrofluérometro PTI).
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5.4.1. CALIBRACION DE LA [Ca®']s.

Los registros de Ca>* se calibraron con la ecuacién descrita por Grynkiewicz y colaboradores,
(1985) (Figura 7):

[Ca®*1i= B Kd [(r-rmin)/(rmax-r)]
Se utilizé una Kd = 260 nM como se describe en (Gonzalez-Martinez, 2003).

| . EGTA + ., . .
onomicina - Triton X-100 Ecuacion de Grynkiewicz

[Ca?*], = BKd [(r-rmin)/(rmax-r)]
B = Fagof/F3gob

1 330nm

%

Flouresencia
(488nm)

30 - «<—— rmax
25 4

2.0 A

15

1.0 \
205 <—rmin

Coeficiente 340/380

Figura 7. Calibracion de la sefial de calcio. Después de terminar cada uno de los experimentos se calibré como
muestra la figura.

5.4.2. CALIBRACION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA.

La fluorescencia se calibro con la suspension de espermatozoides cargados con Fura-2 como
previamente se reportd (Linares-Hernandez et al., 1988), con algunas modificaciones. Al final
de cada trazo se afiadié 1.5 uM de valinomicina, un ion6foro muy selectivo a potasio (Figura
8), que se agrego para fijar el potencial de membrana al potencial de equilibrio de potasio
(Ex), calculado con la ecuacién de Nernst (Ex —61.54 mV log [K]in/[K]ext). Teniendo en cuenta
que la concentracion del potasio intracelular ([K]i) en el espermatozoide humano es de 120

mM (Linares-Hernandez et al, 1988). A una temperatura 37 °C, la Ex para las poblaciones de
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espermatozoides humanos en H-HSM (Ke: 8.6 mMM) es de —71 Mv (Gonzalez-Martinez,
2003). Un minuto después de la valinomicina se despolarizé con adiciones consecutivas de
15, 15, y 30 mM KCI con 30 s entre cada una, a valores de -43 -30 y -15 mV,
respectivamente. Esta despolarizacion simultaneamente aumento la fluorescencia de diSC3
(5). Hay una relacion lineal entre la fraccion del cambio de la fluorescencia del diSC3(5) (F=
F-Fo/Fo F, donde Fo es el valor de la fluorescencia obtenido sobre la adicion de valinomicina
y F es el valor verdadero de la fluorescencia) y el potencial de membrana (Waggoner, 1979)
(0.018- 0.025 de cambio fraccionario de fluorescencia por mV). Tomando los parametros de
la calibracion en cuenta, los valores verdaderos de la fluorescencia se transformaron en los

valores de potencial de membrana segun la Ecuacion:

Vm = F/mFo -1/m- b/m

Donde m y b son los parametros de la curva lineal de la calibracion, es decir la
pendiente y el valor del eje Y (el cambio fraccionario de la fluorescencia) en 0 mV,
respectivamente. Estos parametros se obtuvieron de los datos de la calibracién utilizando el
software Origen versién 6.0. Se hizo una curva de calibracion para cada uno de los trazos
utilizando los pasos de la calibracion descrita arriba; la relacion lineal se mantiene hasta +5
mV. El potencial mitocondrial no contribuye a la sefial del diSC; (5) en el espermatozoide de
humano ya que en la mayoria de las incubaciones con CCCP (0.4 uM) y cianuro (1 uM) no
afectaron la fluorescencia (Guzman-Grenfell et al., 2000). Lo anterior es consecuente con un
papel secundario de este organelo en la movilidad del espermatozoide humano (Makler et al,
1992; Hong et al, 1998). Asi, las medidas simultaneas de la [Ca*']; y potencial de membrana

se realizaron en ausencia de inhibidores mitocondriales o desacopladores.
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Figura 8. Calibracion del potencial de membrana. Al final de cada trazo se afiadié 1.5 uM de valinomicina, que
se agregd para fijar el potencial de membrana al potencial de equilibrio de potasio (Ey),. Teniendo en cuenta que
la concentracién del potasio intracelular ([K];) en el espermatozoide humano es de 120 mM a una temperatura
37 °C, la Ey para las poblaciones de espermatozoides humanos en H-HSM (Kgy; 8.6 mM) es de —71 mV. Un min
después de la valinomicina se despolarizé con adiciones consecutivas de 15, 15, y 30 mM KCI con 30 s entre
cada una, a valores de -43 -30 y -15 mV, respectivamente.

5.5. CARGADO DEL DETECTOR DE SODIO SBFI-AM.

Los espermatozoides purificados (0.6-1.5 X 10° células) se cargaron con 20 uM del derivado
acetoximetil éster de SBFI (SBFI AM) por 90 min a 37 °C en presencia de acido plurénico
(0.06 %) un detergente. El principio de cargado es el mismo que el del Fura 2-AM. La unién
al sodio cambia las propiedades espectroscopicas del SBFI de manera que la fluorescencia
detectada a 500 nm aumenta cuando se excita a 340 nm y disminuye cuando se excita a 380
nm (Figura 9). La relacion de estas fluorescencias se utilizo para la calibracion de la sefial
(Torres-Flores et al., 2008).

5.5.1. CALIBRACION DE LA [Na'].

Los registros de Na"* se calibraron con la ecuacion descrita por Grynkiewicz y colaboradores,
(1985):

[Na']; = pKd(r-rmin)/(rmax-r)

Se utilizé una Kd = 9.45 + 0.70 mM como se describe en (Torres-Flores et al., 2008)
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Figura 9. Calibracién de la sefial de sodio. Después de terminar cada uno de los experimentos se calibra como se
indica. Se incuban los espermatozoides en medio sin sodio por 20 min En el registro después de 60 segundo se
agrega gramicidina (5 pM) posteriormente a los 120 segundo se agrega NaCl 60 mM y a los 180 segundos 60

mM NaCl, se sustituye los valores en la ecuacion de Grynkiewicz, para obtener la [Na*]i_

5.6. CARGA CON BCECF-AM PARA LA DETERMINACION DE pH;

Las células se cargaron con la sonda fluorescente BCECF-AM (1 uM por 30 min) tal y como
se describe en el procedimiento para la deteccion de Ca®*. Las células cargadas se
centrifugaron y afiadieron a la celda de fluorescencia. La fluorescencia se detectd a 550 nm,

excitando alternadamente a 500 nm y a 440 nm (longitudes de onda insensibles al pH).

Para calibrar la sefial, se permeabilizaron las células con 0.1 % Triton X-10. Esta
permeabilizacion aument6 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 del medio HSM-H, esto es
pH 7.6 (Figura 10a y 10b).

Posteriormente se acidifico a tres valores diferentes mediante adiciones de HCI (10
pL) al 0.3% (Figuras 10a y 10b) y se compararon los valores de R con los pH medidos con un
electrodo normal de pH en cada administracion (Figura 10c), consistentemente los valores de
R en funcién del pH muestran una curva sigmoide. Los datos obtenidos se analizaron con el

software del PTI para convertir los valores de R a valores de pH; (Figura 10d).
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Figura 10. Calibracion de la sefial de pH;. a-b. Se permeabilizaron las células con 0.1 % Triton X-10. Esta
permeabilizacion 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 del medio HSM-H, esto es pH 7.6, posteriormente se acidifico a
tres valores diferentes mediante adiciones de HCI (10 pL) al 0.3%. c. Se compararon los valores de R con los pH
medidos con un electrodo normal de pH en cada administracién, consistentemente los valores de R en funcién
del pH muestran una curva sigmoide. d. Los datos obtenidos se analizaron con el software del PTI para
convertir los valores de R a valores de pH;.

5.7. ENSAYOS DE MOVILIDAD.

La movilidad espermatica se evalud en un sistema de analisis automatizado de movilidad
espermatica (CASA) de la marca Hamilton-Thorn (Figura 11). La movilidad de los
espermatozoides se determiné en funcién del tiempo, después de pasarlos por el gradiente de
percoll. Los espermatozoides se resuspendieron en medio capH-HSM (complementado con
25 mM de bicarbonato y 3 mg/ml de BSA) para evitar la adherencia de los espermatozoides a
la camara para el CASA (MicroCell) y preservar su movilidad. Se evaluaron 20 campos que
fueron adquiridos a 60 Hz en campo oscuro, capturados con un objetivo 20 X a 37 °C. De
cada tratamiento se cuantificaron entre 2000-3000 espermatozoides. En otros casos donde los
espermatozoides se cargaron con Fura 2-AM y diSC3 (5) o SBFI-AM se midi6 la

fluorescencia y la movilidad.
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Figura 11. Sistema de analisis automatizado de movilidad espermatica (CASA), de la marca Hamilton-Thorn

5.8. CUANTIFICACION DE AMPc

La cuantificacién de AMPc se hizo por duplicado. Cada muestra se centrifugd 5 min a 300 g,
se retird el sobrenadante y el boton celular se mezcl6 con 1 ml de 0.05 M de HCI, después se
hirvié 3 min, se enfrio en hielo y se centrifugé nuevamente. Se obtuvo el sobrenadante y la
determinacion se llevd a cabo, segun el protocolo establecido por el Kit de inmunoensayo
enzimatico competitivo para la deteccion de AMPc, Zimed Laboratorrioes Inc. (Torres-Flores
et al., 2008b).

5.9. MEDICION DEL CONTENIDO DE ATP.

El contenido de ATP se midié en los extractos de los espermatozoides después de la reaccion
luciferina-luciferasa con el kit para la determinacion de ATP (Sigma). Los espermatozoides (~
1 X 10" por ensayo) en las diferentes condiciones experimentales se resuspendieron en 0.25
ml de HCI 0.05 M e hirvieron durante tres min y luego se enfrié en hielo, se centrifugd por

10 min a 300 g y el sobrenadante se utiliz6 para determinar el contenido de ATP. Del mismo
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modo se trataron los estandares de ATP. Las muestras y los estandares se alcalinizaron a pH
7.8 con la adicién apropiada de base de Trizma. Se llevd a cabo la reaccion luciferina-
luciferasa de acuerdo con el fabricante. La emision de luz se detecté con un fotomultiplicador
(PTI modelo 814).

5.10. ENSAYOS EXPERIMENTALES.

El efecto de eliminar calcio del medio con EGTA, un quelante de calcio, sobre la [Ca*]; y el
potencial de membrana en los espermatozoides humanos se investigd. Para realizar esta
prueba, se afiadio 3.5 mM de EGTA al medio para disminuir el calcio presente de 2.5 mM en
el H-HSM a 68 nM. Ya que la remocion de calcio con EGTA libera protones al medio de H-
HSM, la solucién concentrada de EGTA (500 mM) se prepara en ~2.2 M de NaOH. En esta
condicion la adicion de 3.5 mM EGTA al H-HSM no cambia el pH. La concentracion de
calcio en mezclas de EGTA-Ca*" en H-HSM y en H-HSM suplementados con magnesio, se
calculé con el programa Maxchelator (V.2.1) escrito por Chris Patton de la Estacién de
Marina de Hopkins (Universidad de Stanford).

5.11. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos obtenidos se expresaron como medias + error estandar. Los resultados se analizaron
con una prueba T de Student de dos colas. Los valores <0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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VI. RESULTADOS

6.1. DETERMINACION CINETICA DEL INFLUJO DE CALCIO.

En la figura 12A se muestran las mediciones simultaneas de la [Ca®]; y potencial de
membrana. Cuando se disminuyo el calcio externo libre de 2.5 mM a 68 nM con la adicién de
3.5 mM de EGTA (ver ensayos experimentales), se observé una disminucién en la [Ca®*]; de
~200 nM a valores por debajo de 80 nM y una despolarizacion de ~ -45 mV a valores > 0 mV.
Una vez que el potencial de membrana alcanzé un valor constante (2 min después de la
adicion del EGTA), se restituyd el calcio a diferentes concentraciones. El influjo de calcio
ocurrio a partir de 1 pM externo, alcanzando valores de saturacion cuando la concentracion
llegé a 100 uM. A concentraciones > 1 mM y hasta 10 mM, el pico de calcio presentd un
incremento adicional. Se presenta una hiperpolarizacion después de agregar una
concentracion de calcio extracelular > 1 uM. La figura 12B muestra el delta de calcio (calcio

al pico menos calcio en el reposo) en funcién del calcio extracelular agregado.
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Figura 12. Efecto de la disminucién de calcio del medio extracelular y su subsiguiente readicion. A. Cambios en
la [Ca®"]; (panel de arriba) y PM (panel de abajo) detectados simultaneamente con un fluorometro PTI. Los
espermatozoides cargados con Fura-2 AM (1 X 10’ células) se afiadieron a la celda que contenia 2.5 ml de H-
HSM + 0.5 uM de diSC3(5) a 37 °C bajo agitacion magnética. Tres min después de depositar los
espermatozoides en la celda de fluorescencia se afiadié 3.5 mM de EGTA para disminuir el calcio externo de 2.5
mM a 68 nM; dos min mas tarde, se afiadieron diferentes concentraciones de CaCl,: 10 mM (trazo rojo), 5 mM
(trazo verde), 2.5 mM (trazo azul), 1 mM (tazo verde claro), 100 uM (trazo amarillo), 10 uM (trazo rosa), 1 uM
(trazo verde soldado) y 100 nM (trazo negro). B. Influjo de calcio en funcién de la concentracién de Ca*" externo
(n =5, media + error estandar).
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Es ensayo siguientes la readicion de calcio serd de 2.5 mM, misma que restituye su

concentracion externa.
6.2. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SODIO EXTERNO.

En trabajos previos en espermatozoide de ratén, en medio libre de Ca®*, se observé una
sustancial permeabilidad a Na" y que el potencial de membrana es dependiente de la [Na']e y
no del K* extracelular como sucede en medio con Ca®*. La readicién de Ca®* induce una
hiperpolarizacion transitoria dependiente de la ATPasa Na'/K". Lo anterior sugiere que en
ausencia de Ca®*, el Na* puede permear a través de canales de Ca®* (Espinosa y Darszon,
1995).

Posteriormente el Dr. Gonzalez-Martinez (2003) mostrd en espermatozoides humanos
que la eliminacion de calcio externo con EGTA produce una despolarizacion sodio
dependiente que estd acompafiada de la disminucién de la [Ca®*]i. Investigamos si la
despolarizacion sodio dependiente refleja cambios en la [Na']i. La despolarizacion
dependiente de sodio y la disminucién de la [Ca*]; inducida por remocién de calcio
extracelular se asocio con el aumento en la concentracion de sodio intracelular (Torres-Flores
et al., 2008).

La Figura 13 muestra que la despolarizacion inducida por la remocién de calcio con
3.5 mM de EGTA, resulta en un lento pero constante aumento en la [Na']; que depende del
contenido de sodio externo. En medio de HHSM (contenido normal de sodio), la [Na™];
aumento de 2.9 £ 0.3 mM a 28.3 £ 2,3 mM en 3 min (media + error estandar, n = 7). El
aumento de la [Na']; casi constante alcanzado valores cercanos a 45 mM en 4 min (no se
muestra). La restauracion de calcio, produce un pico transitorio de calcio y una
hiperpolarizacion dependiente de la ATPasa Na'/K" (Gonzélez-Martinez, 2003), bloqueando
la entrada de sodio y luego produciendo una lenta y pequefia reduccion en la [Na']; (Figura
13A). El efecto del sodio externo en la [Na']; no alcanzé saturacion en el rango de sodio
externo estudiado (Figura 13B). Tanto la despolarizacion dependiente de Na® (Gonzélez-
Martinez, 2003) y el aumento de la [Na']; inducido por la eliminacion de calcio dependen de
la concentracion de sodio externo, lo que indica que ambos fendmenos estan relacionados
(Figura 13C). Interesantemente, el aumento de sodio fue inhibido en 70 mM de sodio externo
(Figura 13A), una concentracion que favorece la entrada de sodio, inducido por gramicidina

en esta condicion (trazo no mostrado).
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Figura 13. Aumento de sodio intracelular inducido por la eliminacién de calcio en funcién del sodio externo.
Los espermatozoides (15 X 10° células) cargados con SBFI se deposita en la celda de fluorescencia que contiene
diferentes cantidades de sodio. Los valores totales de sodio externo fueron los siguientes (en mM); 168.5; 145.0;
121.5; 98.0 y 74.5. La concentracion final de sodio externo, el cual incluye la cantidad de acido etilenglicol
tetraacetico (EGTA)-NaOH afiadido, se indica en el eje de las abscisas de la curva (panel inferior). (A) Los
trazos representativos del PM y de la [Na']; los cambios inducidos por 3.5 mM de EGTA y posteriormente la
adiciones de 3.5 mM de CaCl, (Ca?"). (B) [Na'];, obtenida después de tres min de la adicién del EGTA, en
funcion de la concentracion de sodio externo ([Na']ey) (C) Aumento de la [Na']; obtenida después de tres min de
la adicion de EGTA menos la [Na']; del reposo) en funcion de la medida de la despolarizacion del potencial de
membrana (V,, obtenidos después de tres min de la adicion del EGTA, menos el V, del reposo; n =7, medias +
error estandar).

Debido a que la hiperpolarizacion inducida por la restauracion de calcio o de magnesio
es sensible a la ouabaina (Gonzalez-Martinez, 2003), se estudio el efecto de este inhibidor
sobre los cambios en la [Na']. En medio HHSM que contenia 168.5 mM de sodio
(incluyendo EGTA-NaOH), la eliminacion de calcio aumenta la [Na']; notablemente mas en
presencia de ouabaina, como se esperaba, al estar inhibida la ATPasa Na'/K", la restauracion
de calcio no revirtio la direccion del flujo de sodio (Figura 14A). Asimismo, el magnesio
indujo una disminucion de la [Na']; en la despolarizacion inducida por la eliminacion de

calcio en espermatozoides tratados con ouabaina (Figura 14B).
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Figura 14. Efecto de la inhibicion de la ATPasa Na'/K" sobre el influjo de sodio inducido por la remocién de
calcio en espermatozoides humanos. Los espermatozoides se cargaron con SBFI-AM. El medio HHSM contenia

168.5 mM de sodio (incluido el EGTA-NaOH) y el influjo de sodio se inicié removiendo el calcio con 3.5 mM
de EGTA. EI PM se registr6 en los espermatozoides obtenidos de la misma muestra en condiciones idénticas. A.
Dos min después del EGTA se adicion6 3.5 mM CaCl, (Ca*") (2.5 mM final). B. Se adicion6 3 mM de MgCl,
(Mg?"), como se indica; (negros) trazos control, (rojos) se afiadié ouabaina (O) 15 s antes de EGTA, en ambos
casos. Los Trazos son representativos de muestras de semen obtenidas de 5 individuos.

6.3. VARIACIONES EN EL POTENCIAL DE MEMBRANA

Se ha reportado la presencia de Cay de bajo umbral (tipo T) en algunas especies de
espermatozoides de mamifero (Gonzalez-Martinez, 2003; Darszon et al., 2006). Estos canales
empiezan a activarse a ~ -60 mV, llegando a su maxima activacion a ~ -30 mV. Se realiz6 un
ensayo fijando el potencial de membrana a diferentes voltajes (Figura 15A), a ~-71 mV con
valinomicina (ionoforo de potasio), ~ -50 mV sin valinomicina, control, ~ -43 mV con
valinomicina ~ +15 mM de KCI, ~ -15 mV con valinomicina + 60 mM de KCI. La figura 15B
muestra los A[Ca*"]; obtenidos después de la readicion de calcio en funcién del potencial de
membrana. A los diferentes potenciales de membrana que se probaron no hubo diferencia

estadistica.
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Figura 15. Efecto de la disminucidn de la concentracion de calcio y la readicion subsiguiente a diferentes
voltajes. A. Influjo de Ca** (panel de arriba) y PM (panel de abajo) detectados simultineamente con un
fluorometro PTI. A los espermatozoides (1 X 10 células) se les fijo el PM con valinomicina y diferentes
concentraciones de K*. Se agregaron 3.5 mM de EGTA y después de dos min se afiadieron 2.5 mM de CaCl,
(Ca®): sin valinomicina control (trazo negro), a -71 mV fijado con valinomicina (trazo rojo), a -43 mV (trazo
verde), a -15 mV (tazo negro). B. A[Ca”"]; obtenidos después de la readicion de calcio en funcion del PM (n = 4,
media + error estandar).

6.4. EL MIBEFRADIL HIPERPOLARIZA E INHIBE PARTE DE LA ENTRADA DE Ca*".

El mibefradil, un bloqueador de los canales de calcio tipo T y L, induce una hiperpolarizacion
dependiente de la dosis cuando se agrega después de remover el calcio externo. Ademas,
bloquea parcialmente el aumento de la [Ca®*]; causado por la restauracién de calcio (Figura
16A). De manera similar a la restauracién de calcio, el Mg?*, o el mibefradil, detienen la

entrada de sodio y disminuyen la [Na']; provocada por la eliminacion de calcio externo
(Figura 16B).
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Figura 16. El mibefradil hiperpolariza e inhibe parte de la entrada de Ca** e induce la disminucién de la [Na™];
en espermatozoides despolarizados al eliminar el calcio externo. A. Efecto de diferentes cantidades de mibefradil
en la [Ca*]; y el PM, detectados de forma simultanea, en espermatozoides donde el potencial de membrana esta
despolarizado por eliminando el calcio externo con 3.5 mM EGTA. Tres minutos méas tarde se agregaron las
siguientes cantidades de mibefradil (Mib): 2.5 uM (trazo rojo), 5 uM (tazo verde), 10 uM (tazo azul) y 20 uM
(trazo morado), posteriormente, el calcio (Ca*") fue restituido a 2.5 mM, como se indica. Los trazos de la
izquierda son los controles sin mibefradil. B. Efecto de la mibefradil sobre la [Na*]; en espermatozoides cargados
con SBFI-AM. Mibefradil (Mib) (20 uM) adicionado 90 s después de 3.5 mM EGTA. Como comparacion, se
adiciono 2.5 mM de calcio (Ca*") 0 3 mM de MgCl, (Mg*").
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En los espermatozoides sometidos a la eliminacion de calcio externo, el mibefradil
inhibe la despolarizacion dependiente de Na* (ICso = 7.1 + 0.6 uM) y el aumento en la [Na'];
(ICso = 5.7 £ 0.8 uM). Ademas, inhibe una fraccion del pico de calcio inducidas por la
restauracion de calcio (ICsp = 5.6 = 1.2 uM) (Figura 17). Adicionalmente, mibefradil a
concentraciones mayores a 10 uM, indujo a una hiperpolarizacion lenta y pequefia sobre el
potencial de reposo de la membrana, una ligera disminucién en la [Ca?*]i en el reposo y una

reduccién de la disminucion de calcio inducidas por la eliminacion de calcio.
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Figura 17. Efecto de mibefradil sobre la [Ca®*];, PM y [Na'];, en espermatozoides donde se disminuy® el calcio
externo. La [Ca*]; y el PM se detectaron simultaneamente en espermatozoides cargados con Fura 2-AM y
diSCs(5). Las muestras del mismo donante se cargaron con SBFI-AM para detectar la [Na'];. Mibefradil 2.5 uM
(trazo rojo), 5.0 uM (trazo de verde), 10 pM (trazo azul) y 20 uM (trazo negro) se anadido 2 min antes del
EGTA. Los trazos de la izquierda muestran los controles sin mibefradil (experimento representativo de una n=
7). B. Curvas dosis respuesta del efecto del mibefradil. La entrada de calcio inducida por la restauracion de
calcio (la linea punteada indica el limite de una fraccién sensibles a mibefradil), (panel de arriba) El grado de
despolarizacion, medido como la despolarizacion maxima inducida con EGTA, menos el potencial de reposo de
la membrana (panel de en medio) El efecto del mibefradil sobre el influjo de sodio, medido como la [Na'];
después de tres min de agregar EGTA menos la [Na']; en reposo, se muestra en el panel de abajo (n = 7, medias
+ error estandar).

Como se esperaria, la hiperpolarizacion inducida por mibefradil se inhibe por ouabaina
(Figura 18C) y por la incubacion de los espermatozoides en un medio sin potasio externo, una
condicion que impide la actividad de la ATPasa Na'/K* (Figura 18D). La hiperpolarizacion

ocurre tras la adicion de 1 mM de KClI al activarse la ATPasa Na"/K".
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Figura 18. Induccién de la hiperpolarizacion dependiente de la ATPasa Na’/K* con mibefradil en
espermatozoides donde el PM esta despolarizado a causa de la eliminacién de calcio. A. Control, efecto de
EGTA y la posterior restitucion de calcio. B. Efecto de EGTA y posterior adicion de 20 pM de mibefradil (Mib),
un min después se restituyo el calcio (Ca®*) externo. C. Se afiadi6 ouabaina (50 uM) 15 s antes de mibefradil y el
calcio se restituyd como se indica. D. Efecto del EGTA y posterior adicion de mibefradil (20 pM) en un medio
HHSM sin potasio. Para asegurar que los espermatozoide estuvieran en cero potasio se lavaron previamente en
HHSM sin potasio y se afiadieron a la celda de fluorescencia que contenia 2.5 ml de este medio. Un min después
de la adicion de mibefradil, se adicion6 1 mM de KCI y un min mas tarde se restituy6 el calcio. Los registros son
representativos de 5 experimentos.

6.5. EFECTO DEL pH; SOBRE EL SODIO Y EL POTENCIAL DE
MEMBRANA

Los cambios de pH; son muy importantes en la fisiologia de todas las células ya que modulan
multiples enzimas y canales iénicos. Se realizaron pruebas adicionales en medio libre de Ca?*
a diferentes concentraciones de sodio (sustituyendo el NaCl por cloruro de colina). El
incremento del pH; promueve la entrada de Na® (Figura 19). El tratamiento con 10 mM
NH,CI increment6 en promedio el pH; de ~6.8 a ~7.2 en los espermatozoides. En la Figura
19B (panel superior) se muestra el PM a diferentes [Na'Jexx mas 10 mM NH4CI. Se puede
observar que cuando los espermatozoides que se alcalinizan es mayor la despolarizacion de la
membrana. En la Figura 19B (panel inferior) se muestra el influjo de calcio a diferentes
[Na'Jext mas 10 mM NH,CI. Asi, el aumento de la [Na']; de espermatozoides humanos mostro
las propiedades caracteristicas de las corrientes CatSper en patch-clamp de espermatozoides

ante la alcalinizacion (Lishko y Kirichok, 2010).
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Figura 19. Efecto del pH; sobre el sodio y el potencial de membrana. Los espermatozoides (1 X 107 células)
cargados con BCECF, diSC; (5) Y SBFI, para la medicion de pH;, PM y la [Na']; respectivamente se agregan en
la celda de fluorescencia que contiene diferentes cantidades en sodio. Los valores totales de sodio externo fueron
los siguientes (en mM); 168.5; 145.0; 121.5; 98.0 y 74.5. La concentracion final de sodio externo incluye la
cantidad de 4cido etilenglicol tetraacetico (EGTA)-NaOH afiadido. A. Los trazos representativos del pH; panel
superior), PM (panel medio) y [Na']; (panel inferior) reflejan los cambios inducidos por 3,5 mM de EGTA y
EGTA + NH, posteriormente la adiciones de 3,5 mM de CaCl, (Ca?*). B. Aumento del PM (PM obtenido
después de dos min de la adicién de EGTA menos el PM en reposo) en funcién de la concentracion de sodio
externo ([Na']ex con o sin NH,4 (panel superior). [Na'];, obtenida después de tres min de la adicion del EGTA, en
funcion de la [Na']e (panel superior). n =7, medias + error estandar).

Bajo la hipdtesis de que se podria tratar de un canal CatSper, los siguientes
experimentos se enfocaron a estudiar la movilidad espermatica, bajo el modelo experimental
trabajado hasta el momento. Considerando lo anterior, se utilizé al mibefradil como un

posible inhibidor de los canales CatSper.
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6.6. EFECTO DE LA DISMINUCION DE Ca** EXTRACELULAR SOBRE
LA MOVILIDAD ESPERMATICA.

La figura 20A muestra el efecto de la remocidon de calcio del medio sobre la movilidad de los
espermatozoides. El calcio externo se redujo de 2.5 mM a 68 nM con la adicion de 3.5 mM de
EGTA. Este procedimiento resulta en una reduccioén lenta del porcentaje de espermatozoides
moviles que llega casi a cero pero que es reversible. EI tiempo de exposicion necesario para
reducir al 50% la poblacion mavil en la camara (t%2) fue de t%2 = 6.8 £ 1.8 min (n = 6, £ error
estandar). El valor de t% es muy variable, va desde 2.4 hasta 14 min. En medio que contiene
calcio la movilidad del espermatozoide se mantuvo alta, casi sin cambios durante el mismo
periodo de tiempo dentro de la cdmara. Al tiempo t%, la movilidad de los espermatozoides
control disminuyé en promedio solo el 2.5 £ 1.8% (8% de disminucion maxima y 3 % de

aumento maximo).

Ya que la falta de calcio externo es la causa de la despolarizacion dependiente de Na*
y de la carga de sodio, que se pueden prevenir con magnesio en concentraciones milimolares
0 por la reduccion de sodio externo, era conveniente analizar si la disminucion de la
movilidad de los espermatozoides esta relacionada con este fenémeno. Dada la variabilidad
del efecto de remover el calcio con EGTA en la disminucion de la movilidad de los
espermatozoides, esperamos el tiempo necesario para reducir su movilidad a valores cercanos
al 25% Yy en este periodo de tiempo, se probo el efecto en presencia de 3 mM de MgCl,. Este
catién divalente se afiade al medio normal de capHHSM antes de agregar el EGTA. EI mismo
protocolo se uso al reducir el sodio externo, mediante la sustitucion de NaCl del HHSM por
cloruro de colina. Estas dos condiciones inhiben tanto la despolarizacion dependiente de Na*
como la carga de Na* (Gonzalez-Martinez, 2003; Torres-Flores et al., 2008). Como se
muestra en la figura 21C, cuando los espermatozoides se incubaron en medio bajo en Na* no
se afectd su movilidad y bajo esta condicién la eliminacion de calcio apenas disminuyo la
movilidad. Asimismo, la presencia de 3 mM de MgCl, en capHHSM no afect6 la movilidad
espermatica y también evitd el efecto inhibitorio de la eliminacién de calcio sobre la
movilidad del espermatozoide observada en medio control. En la Figura 20B observamos: la
restauracion del calcio, la adicion de 3 mM de MgCI; o la sustitucion de NaCl por cloruro de
colina (la muestra se centrifuga y se resuspende en medio bajo en Na*). Estos procedimientos
restauran la movilidad de los espermatozoides tratados previamente con EGTA. El tiempo

necesario para recuperar el 50% de movilidad de los espermatozoides (t%2rc) fue de 4.4 £ 0.8,
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3.9+ 0.3 y3.1 +0.3 min (n= "7 =+ error estandar), respectivamente. La presencia de 20 uM de
mibefradil produjo una pequefia disminucién en el porcentaje de movilidad espermatica y
protege la reduccion de su movilidad al eliminar calcio con EGTA (Figura 20D). Sin
embargo, a diferencia de Mg?* y el calcio, el mibefradil no fue capaz revertir la movilidad de

los espermatozoides después de la eliminacién de calcio (ho mostrado).
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Figura 20. Efecto de la eliminacién de calcio sobre la movilidad espermatica. A. Los espermatozoides aislados
por gradientes de Percoll se lavaron e incubaron en capHHSM (10 x 10° células/ml). El calcio extracelular se
redujo de 2.5 mM a 65 nM mediante la adicion de 3.5 mM de EGTA y los espermatozoides inmediatamente se
depositaron sobre una placa MicroCell a 37 °C. Los parametros de movilidad se registraron cada min hasta que
la movilidad disminuy6 por debajo del 10 % (circulos vacios). Los circulos llenos muestran el porcentaje de
movilidad de los espermatozoides incubados en la placa sin EGTA durante el mismo periodo. B. Recuperacion
del deterioro de la movilidad espermatica inducido por la eliminacién de calcio al restaurar el Ca** a 2.5 mM
(circulos abiertos), agregando MgCl, 3 mM (circulos cerrados) o en capHHSM bajo en Na* (estrellas). La
movilidad se registr6 cada min hasta que se recuper6 a niveles cercanos al control. C. Efecto de incubar los
espermatozoide en medio capHSM bajo en Na* y afiadiendo 3 mM de MgCl, al capHHSM con o sin 3.5 mM de
EGTA, en la movilidad de los espermatozoides (n = 9 diferentes individuos, media + error estandar). D. Efecto
de mibefradil (2.5 -20 uM) sobre la movilidad espermética. Para cada serie de experimentos se determind
primero el tiempo necesario para el EGTA disminuyera la movilidad espermatica al 25 % (n = 3 diferentes
individuos, media % error estandar), *p <0.05 entre el control y los tratamientos.
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6.7. MOVILIDAD ESPERMATICA Y MECANISMOS DE TRASPORTE
IONICO.

Para relacionar mejor las mediciones de la movilidad con los mecanismos de transporte i6nico
provocados por la eliminacion de calcio, la movilidad se determin6 en alicuotas de los
espermatozoides a los que se les determiné la [Ca®*]i y el PM en registros simultaneos,
ademas de los registro de la [Na']i. Los espermatozoides humanos se incubaron en medio de
HHSM vy al adicionar EGTA se induce una despolarizacion dependiente de Na®, por la
disminucion del calcio intracelular y el aumento de sodio intracelular, como se informéd
anteriormente (Gonzalez-Martinez, 2003; Torres-Flores et al., 2008). Como se anticipaba,
después de 4 min el porcentaje de espermatozoides moviles cayo6 de 95 a 45% (Figura 20A).
La movilidad se recuperdé al 90% al restituir el calcio. Los espermatozoides cargados con
SBFI revelaron que la movilidad se recupera al restituir el calcio a pesar de que la [Na']; se
mantiene elevada (Figura 21A, trazo inferior). En los espermatozoides incubados en medio de
colina o en medio de HHSM que contiene 3 mM de MgCl,, la adicién de EGTA disminuyo la
[Ca?*];, pero no indujo cambios en el sodio intracelular y potencial de membrana como ya se
observo (Gonzalez-Martinez, 2003; Torres-Flores et al., 2008), y las caracteristicas de la
movilidad se preservaron (Figura 21C). Como se mostr6 anteriormente (Gonzélez-Martinez,
2003), el Mg*" indujo una hiperpolarizacién dependiente de ouabaina en espermatozoides
tratados con EGTA, deteniendo el influjo de sodio y el aumento de la [Na'];, sin afectar los
niveles de la [Ca?*]i. En estas condiciones la inhibiciéon de la movilidad de los
espermatozoides inducida por la eliminacion de calcio se revierte, incluso en presencia de
niveles altos de la [Na'];, como ocurre al restituir el calcio. En conjunto, estos resultados
sugieren que la disminucién de la movilidad de los espermatozoides no depende de la [Ca®'];,
sino de la despolarizacion dependiente de Na*, 6 al aumento en la [Na']; 6 a la suma de

ambas.
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Figura 21. Efecto de la remocion de calcio y posterior restitucion de calcio, sobre la movilidad de
espermatozoides utilizados en el registro simultaneo de PM y de la [Ca*];, o durante la determinacion de la
[Na'];. Los espermatozoides cargados con las sondas fluorescentes (~ 15 x 10° células) se agregaron a la celda de
fluorescencia que contenia 2.5 ml de los siguientes medios, complementados con 0.5 uM diSC3 (5) para el caso
de la medicion de PM y de la [Ca®*];: A. HHSM, B. HHSM bajo en sodio, C. HHSM + 3.0 mM de MgCl, y D.
HHSM; en este experimento se afiadio 3 mM de MgCI, después del EGTA en lugar de calcio. Se tomaron
alicuotas del0 pL en tres momentos diferentes durante los registros: antes de la adicion EGTA, antes de la
restitucion ya sea de calcio o de magnesio, y tres min después de la restitucion, ya sea de calcio o de magnesio.
Los patrones de movilidad de los espermatozoides usando un equipo de CASA a 37 °C. Los porcentajes de
motilidad de los espermatozoides son los nimeros que se indican en los registros.

Para discernir entre los efectos de la despolarizacion dependiente de Na*, y la carga de
sodio sobre la movilidad espermética, que causa la disminucion de la [Ca®'ex, se fijo el
potencial de membrana con valinomicina. La figura 22A muestra el efecto de la disminucion
de la [Ca*']; con EGTA (control). Al fijar el potencia de membrana con valinomicina se
impidi6 la despolarizacion inducida por la disminucion del calcio externo (figura 22B). La
disminucion del calcio externo y el aumento de la [Na']; en presencia de valinomicina produjo

una marcada disminucion de la movilidad espermatica (Figura 22 C).
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Figura 22. Efecto de fijar el potencial de membrana sobre la [Ca*'];, [Na']; y la movilidad espermatica de los
espermatozoides de humano. A. Registros control sin valinomicina. B. Efecto de valinomicina sobre el PM, la
[Ca®*]i y la [Na']; de espermatozoides de humano expuestos a la eliminacion de calcio con 3.5 mM EGTA y a la
restitucion de calcio posteriormente. C. La remocion del calcio extracelular inhibe la movilidad de los
espermatozoides en ausencia o presencia de valinomicina. La movilidad se determind en todas las muestras en el
momento en que disminuy6 al 15% en los espermatozoides incubados en HHSM + 3.5 mM EGTA; n = 6
personas + error estandar.

La movilidad del espermatozoide depende de la fuerza impulsora proporcionada por la
dineina, una enzima adherida a los microtubulos. La dineina hidroliza moléculas de ATP y
convierte la energia quimica liberada en energia mecanica que impulsa al espermatozoide.
Esta energia permite el deslizamiento del doblete externo de microtdbulos, haciendo que el
flagelo se doble. Los espermatozoides se estdn dejando de mover y nuestra hipotesis es que

esta disminuyendo el contenido de ATP.
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6.8. CONTENIDO DE AMPc Y ATP

A partir de ATP se produce AMPc y el incremento de este activa a la PKA con lo que
se induce la fosforilacion de serinas/treoninas que induce la forforilacion de tirosinas
flagelares, probablemente a través de la activacion de PTK, resultando en la hiperactivacion
del espermatozoide (Darszon et al., 2006; De Jonge y Barratt, 2006; Turner, 2006). Por lo que
se midieron estos parametros en los espermatozoides sometidos a la eliminacion de calcio y
cuando la movilidad espermatica se reducia a <10%. En la figura 23A, se muestra la
disminucion del contenido de AMPc en todas las condiciones en donde los espermatozoides
se sometieron a EGTA. La figura 23B muestra que en estas condiciones, la eliminacion de
calcio induce una disminucion del contenido de ATP de ~ 40% en espermatozoides
incubados en medio que contiene sodio. Este fenémeno se inhibe ya sea por 3 mM de Mg*",

en espermatozoides suspendidos en medio de colina y en parte por mibefradil.
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Figura 23. Efecto de la eliminacion de calcio externo en espermatozoides humanos sobre el contenido de AMPc
y ATP. Los espermatozoides se incuban, ya sea en capHHSM, bajoNa-capHHSM, capHHSM con 3 mM de
MgCl,, o capHHSM complementado con 20 uM de mibefradil. El calcio externo fue eliminado del medio
mediante la adicion de 3.5 mM EGTA y las muestras fueron incubadas el tiempo necesario para detener la
movilidad espermatica tratados con EGTA. En condiciones normales los espermatozoides en medio capHHSM
presentaban valores <10 % (6 %, en este momento los espermatozoides tratado con EGTA incubadas en
capHSM, con 3 mM de MgCl, fue del 92 %). En este momento, los extractos de espermatozoides se tomaron
para la determinacién de AMPc o para la determinacion de ATP. A. AMPc, expresado como una fraccion de
control. El contenido de AMPc fue 0,98 + 0.43 pmol / 107 células. n = 5 + error estandar. B. ATP, expresado
como una fraccién de control. El contenido de ATP fue 292 + 60 pmol ATP / 10’ células, n = 7 * error estandar.

*p <0.05.
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VII. DISCUSION

En este trabajo mostramos que la despolarizacion dependiente de sodio inducida por la
eliminacion de calcio aumenta la [Na'];. Esta hipotesis se basa en el hecho de que el aumento
en la [Na']; se detiene por la restitucion de calcio o por la adicion de magnesio en
concentraciones de micromolar y milimolar respectivamente, que son las condiciones que
bloquean también la despolarizacion dependiente de sodio y causan un hiperpolarizacion
dependiente de la ATPasa Na'/K* (Gonzalez-Martinez, 2003). Ademas, el efecto de la
ouabaina, inhibidor de la ATPase Na'/K®, en el aumento de la [Na']; inducido por la
eliminacion de calcio y su efecto de bloquear la disminucion de la [Na']; producido por la
restauracion de calcio o de magnesio, indica que la bomba se activa rapidamente como

resultado del aumento de la [Na'];.

La entrada de Na* inducida al eliminarse el calcio externo no ocurre en medio HHSM
que contiene 70 mM de NaCl (Figura 13). Este efecto es consistente con la desaparicion de la
despolarizacion dependiente de sodio inducida en las mismas condiciones (Gonzéalez-
Martinez, 2003). En esta condicion la fuerza electroquimica del Na* es cercana a cero,
tomando en cuenta el potencial eléctrico de la célula.

Los resultados presentados aqui sostienen la hipdtesis de que en condiciones de reposo
hay al menos un canal de calcio que contribuye al calcio intracelular en reposo (Gonzalez-
Martinez, 2003). La selectividad al calcio de este canal refleja un sitio de acceso externo con
una Kd en el rango de ~100 nanomolar, con el que puede interaccionar el magnesio con una
Kd en el rango milimolar. Por lo tanto, cuando el calcio se extrae de este sitio, la selectividad
cambiaria dejando pasar eficientemente sodio a través del canal. Esto tiene como resultado
una despolarizacion de ~ -45 mV a valores cercanos a 0 mV, y el aumento observado de la
[Na']; de 3 mM a valores cercanos a 35 mM. En esta condicion, la ATPase Na'/K" se activa
rapidamente por el aumento en la [Na'];, para oponerse a la entrada masiva de sodio. Cuando
el calcio externo se restaura, el canal deja de pasar Na* y el calcio se transporta con baja
conductividad, produciendo un pico de calcio. En esta situacion el potencial de membrana
depende principalmente de la gran actividad electrogénica de ATPasa Na'/K" que
hiperpolariza a la célula. En consecuencia, la [Na']; tiende a disminuir a valores del reposo,
aungue a un ritmo mucho mas lento que la hiperpolarizacion. Este hallazgo sugiere que la

hiperpolarizacion sostenida, que alcanza valores mas negativos que el reposo y con
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frecuencia, incluso méas negativos que el potencial de Nernst para la distribucion de potasio

(Ex), se debe a la gran cantidad en la [Na']; (Gonzalez-Martinez, 2003).

En este trabajo se presentan evidencias que indican que la disminucién progresiva de
la movilidad espermatica inducida por la extraccion de calcio del medio, observada en
espermatozoide de mamiferos (Feng et al., 1988; Aaberg et al., 1989; Jin et al., 2007) puede
estar relacionada con la entrada de sodio a través de un canal de calcio que ocurre al eliminar
este cation del medio externo. Los datos adicionales presentados aqui indican que este canal
se bloquea por mibefradil. De hecho, la eliminacion de calcio no induce la disminucion de la
movilidad en un medio de bajo contenido de sodio, en medio normal complementado con 3
mM de MgCl,, o en la presencia de mibefradil. Se acaban de publicar resultados que muestran
que el mibefradil bloquea al CatSper (Strunker et al., 2011; Lishko et al., 2011).

La carga de sodio intracelular, no la despolarizacion en si, esta relacionada con la
disminucion de la movilidad. Lo anterior se demuestra en los experimentos en los que la
valinomicina, que fija el potencial de membrana sin afectar la entrada de sodio, no afect6 a la
disminucion de la movilidad inducidos por la eliminacién de calcio. Vale la pena destacar que
los estudios de transporte i6nico en el espermatozoides humano presentados aqui sefialan que
la inhibicion de la movilidad inducida por la eliminacion de calcio externo no esta relacionado
con la disminucién de la [Ca®"];, pero si con la carga de Na* o a una consecuencia indirecta de
ella. Estos hallazgos son consistentes con evidencias obtenidas en células desmembranadas
(Feng et al., 1988), que muestran que la movilidad inicial no requieren de calcio y que la
detencion posterior en la movilidad del espermatozoide se debe a un proceso membranal

diferente.

Interesantemente, el mibefradil, un bloqueador de canales de calcio tipo T y L,
también puede inhibir canales de sodio (McNulty y Hanck, 2004) y de potasio (Gomora et al.,
1999). La eliminacion de calcio induce la despolarizacion dependiente de sodio, el influjo de
sodio Yy una hiperpolarizacién dependiente de potasio externo sensible a ouabaina. Estos
efectos son también inhibidos por uM de calcio 0 mM de magnesio y por lo tanto son
compatibles con la interpretacion que el mibefradil bloquea al supuesto canal que, en ausencia
de calcio externo permite la entrada de sodio resultando en una sobrecarga de sodio
intracelular. Asi, el bloqueo de este canal detendria la entrada de sodio y el potencial de
membrana dependeria principalmente de la ATPasa Na'/K", activada por el aumento de la

[Na™];, hiperpolarizando las células. Nuestros resultados también demuestran que mibefradil
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bloquea al mismo canal en presencia de calcio externo, es decir, en su modo de presunto canal
de conductancia de calcio, ya que bloquea ~ 70% del incremento de la [Ca*]; inducido por la
adicion de calcio en espermatozoides tratados con EGTA, con un valor de ICsq similares a los
obtenidos para el flujo de Na* y el bloqueo de la despolarizacion dependiente de Na'.
Asimismo, el mibefradil indujo una reduccién lenta en la [Ca®*]; en reposo, lo que sugiere que
este canal contribuye a regular los niveles de calcio intracelular, permitiendo la entrada de

este cation.

En este sentido, es interesante observar que la disminucion de calcio inducida por la
eliminacion del calcio externo se fue reduciendo progresivamente con el aumento de la
concentracion mibefradil, indicando que en condiciones adecuadas el calcio puede salir de la
célula a través de este mismo canal conductor de Na*. El efecto protector de mibefradil sobre
la inhibicion de la movilidad inducida por la eliminacion de calcio externa también es
compatible con la proteccion causada por el calcio, el magnesio y medio bajo en sodio. Sin
embargo, a diferencia de estas condiciones, la proteccién de mibefradil fue parcial y no
invirtio la inmovilidad de los espermatozoides causada por la eliminacion de calcio externo
con EGTA. Posiblemente este bloqueador tiene otros efectos que se traducen en una
disminucion de la movilidad de los espermatozoides, como lo sugiere el hecho de que
disminuye la movilidad de los espermatozoides en un 10% en medio que contiene calcio, un
fendmeno observado previamente (Trevifio et al., 2004). En este sentido, se muestra que
mibefradil bloquea los canales T en las células espermatogénicas (Arnoult, et al., 1998), un
influjo de calcio inducido por el potasio externo (Blackmore y Eisoldt, 1999) y un canal de

potasio se encuentra en el flagelo de los espermatozoides (Navarro et al., 2007).

A pesar de que la inmovilidad espermatica inducida por la eliminacion de calcio
externo se relaciona con la carga de sodio intracelular, la relacion es compleja. De hecho, la
[Na']; alcanza valores de hasta 30-40 mM en cuatro minutos, una condicion que disminuye la
movilidad en menos del 50% de la poblacion de espermatozoides, en la mayoria de las
muestras. Los espermatozoide incubados por mas tiempo estabilizan la [Na']; en valores
cercanos a 40 mM pero la movilidad se ve mas afectada. Es evidente que cuando los
espermatozoides se incuban en ausencia de calcio externo, la entrada de sodio produce un
gasto energético alto necesario para elevar la actividad de la ATPasa Na'/K" y mantener el
[Na']; baja. Por lo tanto, es probable que el ATP se utilice para este prop6sito, lo que limita su
disponibilidad para mantener la actividad de las dineinas, las ATPasa necesarias para la
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movilidad espermatica. De acuerdo con esta propuesta, la remocion de calcio externo conlleva
a una disminucién en el contenido de la ATP, medido en el momento en que la movilidad del
espermatozoide esta por debajo del 10%. Esta disminucion del ATP no se observa cuando el
medio contiene magnesio, mibefradil o el contenido de sodio es bajo; las condiciones que
preservan la movilidad espermatica. Sin embargo, es interesante observar que la recuperacion
de la movilidad, ya sea inducida por el calcio o el magnesio se produce cuando la [Na']; es
todavia alto. Cabe sefialar que la hiperpolarizacién causada por estos dos cationes bivalentes
podia disminuir la actividad de la ATPasa Na'/ K* aumentar la disponibilidad de ATP
requerido por las dineinas (ATPasa). Otro proceso que posiblemente este implica es la
glucdlisis que puede contribuir a explicar por qué se produce esta proteccion (Guzman-
Grenfell et al, 2000), mientras que la [Na']; es elevada. En este sentido, la isoforma alfa 4 de
la Na'/K* ATPasa, encontrada predominantemente en la pieza media del flagelo del
espermatozoide, desempefia un papel importante en la movilidad (Schuh et al., 2004). Por
otra parte, los ratones machos knockout para SACY son estériles y produce espermatozoides
inmoviles (Marquez y Suérez, 2008). A pesar de ello, la inhibicion de la movilidad del
espermatozoide observada aqui no esté relacionada con el AMPc ya que la eliminacion de
calcio externo induce una reduccion equivalente de AMPc en todas las condiciones, incluso
en las que la movilidad espermatica esta conservada (medio de colina y la presencia de
magnesio 0 mibefradil). Asi, aun cuando disminuye el AMPc en ausencia de calcio externo, la
cantidad restante fue suficiente para mantener la movilidad espermética. Nuestros resultados
también apoyan la idea de que los niveles de AMPc dependen de la [Ca?']; posiblemente
debido a una dependencia de calcio para SACY (Carlson et al., 2007) y, dado que 3 mM de
MgCl, estimulé la produccion de AMPc en presencia de calcio externo, también sugieren un

papel de la [Mg**];.

Experimentos realizados en espermatozoides de ratdn haciendo pach clamp en la gota
citoplasmica mostraron que el flagelo de los espermatozoides contiene un canal selectivo a
calcio, pobremente dependiente al voltaje y activado por alcalinizacion Ilamado CatSper
(Lishko y Kirichok 2010). Los espermatozoides que carecen de este canal son incapaces de
hiperactivar su movilidad y como resultado, los machos son infértiles (Carlson et al., 2009;
Ren y Xia 2010). En ausencia de calcio externo, estos canales conducen sodio (Kirichok et
al., 2006). Es importante notar que en espermatozoide nulos para CatSper incubados en un
medio ausente de calcio, mantienen su movilidad inicial, mientras que los espermatozoides

tipo salvaje se inmovilizan (Jin et al., 2007).
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El CatSper podria ser el transpordador responsable de la despolarizaciéon y al aumento en la
[Na']; dependiente de sodio. Este nuevo canal de calcio presente en el flagelo de
espermatozoides de raton y de humano, es necesario para la movilidad hiperactivada (Ren, et
al., 2001; Jin et al., 2007; Carlson et al., 2009; Lishko et al., 2010; Ren y Xia 2010), y su
ausencia conlleva a la infertilidad. En particular, espermatozoides machos nulos a CatSper
conservar su movilidad inicial en la ausencia de calcio externos, a diferencia de los ratones
silvestres (Ren y Xia 2010).

Segun los resultados presentados aqui, la eliminacion de calcio externo no podria
despolarizar, ni aumentan la [Na']; en espermatozoides de ratones a CatSper nulos, como
ocurre en los espermatozoides humanos incubados con mibefradil, o en medios que contengan
magnesio o0 bajo sodio. Estos resultados indican que farmacologicamente el mibefradil podria

blogquear CatSper.

Recientemente se acaba de demostrar que el CatSper es el canal que activa la
progesterona y la prostaglandina, directa o indirectamente, en el espermatozoide de humano.
Al parecer, el CatSper de raton no es sensible a la progesterona (Strunker et al., 2011; Lishko
etal., 2011).
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VIII.

CONCLUSIONES

Existen dos sistemas que intervienen en la entrada de calcio:
e uno de alta afinidad, con una Kd aparente < de 1 uM

e uno con una Kd aparente >a 1 mM.

El incremento de sodio inducido por la eliminacion de calcio resulta de un equilibrio
entre el influjo de sodio a través del canal de Ca®* (que en esta condicién permea
eficientemente sodio) y la disminucion en la [Na']; catalizada por la ATPasa Na'/K".

No se activan los canales de calcio tipo T
El mibefradil, inhibe notablemente la despolarizacion dependiente de Na* y la carga de
sodio, asi mismo se conserva la movilidad espermatica. Este bloqueador induce una

hiperpolarizacion sensible a ouabaina.

Farmacoldgicamente el mibefradil bloquea al canal, posiblemente el CatSper, tanto en

ausencia como en presencia de calcio externo.

El incremento del pH; promueve la entrada de Na® y la despolarizacion de la

membrana.

La disminucién progresiva de la movilidad espermatica inducida por la entrada de
sodio a través de un canal de calcio estimulada al eliminar el calcio externo, se debe
significativamente a la activacion pronunciada de la ATPasa Na'/K" que resulta en

una disminucion del contenido de ATP.

El CatSper es el transportador responsable de la despolarizacion dependiente de sodio.
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IX. PERSPECTIVAS

> Evaluar si el KBR, un inhibidor del intercambiador Na*/Ca** afecta al CatSper.

» Estudiar el efecto de la despolarizacion dependiente de sodio inducida por remocion

de calcio externo y el influjo de calcio en espermatozoides capacitados.
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XI. ANEXOS

En el analisis de movimiento referido a la cabeza espermaética los principales valores

cinematicos que se evallan a partir de la trayectoria descrita por los espermatozoides se

muestran en la siguiente tabla:

Parametro Unidad Definicion
Velocidad curvilinea (VCL) pum/seg Distancia que la cabeza del espermatozoide
recorre en el periodo de la observacién.
Velocidad Rectilinea (VSL) pum/seg Distancia en linea recta entre el primer y el
Gltimo punto de la trayectoria.
pum/seg Distancia que el espermatozoide ha viajado en
Velocidad de la Trayectoria la direccion del movimiento medio en el
media (VAP) periodo de la observacion.
Linealidad Indica la rectitud de la trayectoria curvilinea.
(LIN) % (VSL/VCL)*100%
Rectitud (STR) % Indica la rectitud de la trayectoria media. (VSL
/ VAP)*100%
Amplitud de la dislocacion pum Anchura del movimiento lateral de la cabeza
lateral de la cabeza del espermatozoide (Se calcula como la
(ALH) anchura total de la trayectoria principal).
Frecuencia del aleteo flagelar Hz Indica el numero de veces que la velocidad

(BCF)

curvilinea cruza la trayectoria media

Anexo . Principales valores cinematicos aportados por el Sistema CASA para describir la trayectoria de un

espermatozoide (Mortimer, 2000).
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En el manual de laboratorio para el examen de semen humano y la interaccion entre semen y

moco cervical de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2001), se establecen los

procedimientos y pardmetros considerados como estandares en la evaluacion del semen

humano, los cuales podemos observar en la tabla 11 que se presenta a continuacion:

Paradmetro Valor
Volumen >2ml
pH 7.2-7.8
Concentracion espermatica >20x10° espermatozoides/ml
Cantidad total de espermatozoides >40x10°

Movilidad >50% con movilidad progresiva o > 25%
con movilidad progresiva lineal
Morfologia >50% espermatozoides con morfologia
normal
Viabilidad >50% espermatozoides vivos

Anexo Il.- Pardmetros establecidos por la OMS para la evaluacion del semen humano (WHO,

2010)
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ABSTRACT: In human sperm, removal of external calcium
produces a fast Na'-dependent depolarization that is presumably
due to sodium permeation through calcium channels. Calcium
restoration produces a ouabair-sensitive hyperpolarization that
brings the membrane potential to values frequently more negative
than resting. In this work, we show evidence indicating that external
calcium removal induces an increase in the intracellular sodium
([Na'l) and that this phenomenon is related to the Na'-dependent
depolarization. Caleium restoration blocked the [Na'} increase and
then produced a slow decrease that was inhibited by ouabain. The
[Na'} increase was inhibited by nanomelar-micromolar ealeium or by

millimolar magnesium, which has been previously shown to inhibit
the Na'-dependert depolarization. This evidence supports the
hypothesis that, in zero-calcium medium, a calcium channel that
would cortribute to resting intracellular caleium levels allows sodium
permeation, producing depolarization and a significant [Na']; in-
crease. Sodium loading would stimulate the MNa' K'-ATPase, the
activity of which contributes to the sperm hyperpolarization observed
upan calcium restoration.

Key words: Membrane potential, intracellular calcium, SBFI,
disCa4(5).
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In mammals, a successful fertilization requires that
sperm accomplish specialized functions that involve
intracellular calcium ([Ca™];) changes. Indeed, processes
such as the hyperactivation of motility, the so-called
“capacitation” and the acrosome reaction (AR), require
concerted changes in ion permeability leading to in-
tracellular calcium increases (Darszon et al, 2005). In
mouse sperm, it has been postulated that the AR
induced by ZP3 involves the sequential activation of T-
type voltage-dependent calcium channels (VDCCs) and
store-operated calcium channels (Darszon et al, 2005).
Likewise, a peculiar form of VDCC present in the sperm
flagella, catsper, 1s required for the hyperactivation of
motility (Ren et al, 2001; Carlson et al, 2003; Kirichok et
al, 2006). Hence, it is evident that the molecular basis
underlying sperm function requires a full comprehen-
sion of the lon transport system that sets and regulates
[Cﬂz*]i-

In mouse (Espinosa and Darszon, 1995) and human
(Foresta etal, 1993; Guzman-Grenfell et al, 2000) sperm,
the studied species, calcium removal from the medium

Supported by the grants IN213105 (PAPIIT-DGAPA/UNAM,
Mexico) and 49517 (CONACYT, Mexico).

Correspondence to: Marco T. Gonzilez-Martinez, Departamento de
Farmacologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auto-
noma de México. Ciudad Universitaria, CP 04510, Apartado Postal
70-297 México, D.F., México (e-mail: tuliog@servidor unam.mx).

Received for publication May 22, 2007; accepted for publication
July 30, 2007,

DOL: 102164/ jandrol. 107 003368

63

depolarizes sperm. In human sperm, the depolarization is
large, approximately 50 mV, and Na* dependent; it is
related to calcium removal at nanomolar—micromolar
levels in the external medium, and it is always accompa-
nied by a decrease in [Ca**]. Despite the clear positive
relationship between [Ca®*), decrease and Nua*-dependent
depolarization, evidence is strong that depolarization 1s
not controlled by [Caz*']-l; mstead, calcium removal from
a putative external site triggers it. Calcium restoration
produces a rapid [Ca®*); transient increase that peaks
above resting and then decreases to basal wvalues
{Gonzalez-Martinez, 2003). Concomitantly, Na*-depen-
dent depolarization 1s detained and hyperpolarization
occurs, inhibited by ouabain or by the absence of
potassium in the medium, suggesting that this hypemo-
larization is produced by stimulated Na® K*-ATPase
activity (Gonzalez-Martinez, 2003). This later effect of
calcium oceurs at the nanomolar-micromolar range and
can be induced by magnesium in the millimolar range.
Altogether, this evidence suggests that a putative calcium
channel, which would contribute to resting [Ca®*];, would
be able to conduct sodium in the absence of calcium in
human sperm. A corollary of this hypothesis is that Na*-
dependent depolarization would increase [Na']; so that,
when caleium is restored and the depolanzation stopped,
the prevailing conductance would be set by Na* K*-
ATPase, the activity of which would be stimulated by the
increased content of [Na"};, causing hyperpolarization.
In this context, we studied whether Na*-dependent
depolarization affected [Na™]; with the use of the sodium
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fluorescence probe SBFI. We provide evidence that
approximately 50 mV Na*-dependent depolarization
induced by external calcium removal produces a slow
increase in [Na*]; content and that this increase could
support a high Na,K*-ATPase activity that hvperpo-
larizes the plasma membrane upon calcium restoration.

Methods
Materials and Media

The reagents used for media composition and Fura 2-
AM were from Sigma Chemical Co (St Louis, Mo).
SBFI-AM and diSC;(5) were from Molecular Probes
(Invitrogen, Carlsbad, Calif). HEPES-buffered human
sperm medium (HHSM) contained (mM, Suarez et al,
1986): 117.5 NaCl, 8.6 KCI, 2.5 CaCl,, 0.49 MgCl,, 0.3
NaHPO,, 19 Na-lactate, 0.25 Na-pyruvate, 2.0 glucose,
and 25 HEPES, adjusted to pH 7.6 with NaOH. The
sodium content of this medium was modified, replacing
NaCl by the same amount of cholineCl. The Intracel-
lular medium (ic-HHSM) in which SBFI calibrations
were performed contained (mM) 120 KCI, 0.49 MgCls,
0.3 NaH,PO,, 0.2 Na-pyruvate, 25 HEPES, 2 glucose,
and different amounts of NaCl (0.5-100.5). The ionic
force was maintained with cholineCl so that [NaCl] +
[cholineCl] was 100.5 mM. The pH was brought to 6.7
with TRIZMA base. Medium zero-Na ic-HHSM was
prepared without NaH,PO, and Na-pyruvate.

Sperm Isolation and Dye Loading

Human semen was obtained from a panel of eight 19—
33-year-old healthy donors. For intracellular sodium
recordings, we selected semen samples that vielded 1-2
% 10® purified sperm. Sperm cells were isolated by
percoll gradients as described (Suarez et al, 1986). The
pellet was washed and resuspended in 1 mL HHSM
containing 25 pM SBFI-AM (Molecular Probes) + 0.6%
pluronic acid (Molecular Probes) and incubated for
90 min at 36°C, according to (Patrat et al 2000). In other
experiments, sperm was loaded with 2 uM fura 2-AM
(Sigma) as described in (Gonzdlez-Martinez, 2003).
Once washed by centrifugation in the appropriate
medium, the cells were used immediately for fluores-
cence recordings.

Detection and Calibration of Intracellular Sodium

Intracellular sodium was detected in SBFI-loaded sperm
populations in a PTI spectrofluorometer (Photon
Technology International, Birmingham, NJ). SBFI-
loaded sperm (20-30 = lﬂﬁcellﬁ] were added to
2.5 mL of the appropriate medium kept at 36°C and
under constant magnetic stiring. The sample was
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alternately excited at 340/380, and the Muorescence was
detected with a visible long-wave pass filter of more than
495 nm (Andover Corp, Salem, NH) to optimize the
signal to noise ratio. The 340/380 ratios were acquired
and digitized at 0.83 Hz. A calibration curve was
performed in ic-HHSM with different amounts of
sodium (0.5-100.5 mM) and choline. Gramicidin was
used to collapse the cationic gradients so that [Na'};
nearly equaled external sodium. Hence, an approxi-
mately linear calibration curve in the range of (-25 mM
was achieved by comparing the ratios with the
corresponding  sodium  concentrations. At [Na] =
50 mM, the ratios tended to saturate (Figure 1A). In
this respect, the calibration data ftted the Hanes
equation (Figure 1B), a linearized form of the Grynkie-
wicz equation (Diarra et al, 2001),

Na*]/(R — Ruyin) =

1

ﬂder(Rmdx - Rmin} + [N‘l+]fr(Rmdx - min} ( }
where R 1s the fluorescence ratio excited at 340 and
380 nm (340/380), Rpin 1s the R value experimentally
determined in zero-sodium ic-HHSM (1.03 = 0.002, n =
4, SE), Ry 18 the R value found at saturating sodium
obtained from the slope of the curve (I/(Rpux — Ruin)s
and [ 1s the fluorescence ratio excited at 380 nm, both in
the absence and in the presence of saturating sodium (3
= 1.6 = 0.02, n = 4, SE). The slope and intercept (pKd/
[Rmax — Rmin]) of the curve were 1.43 = 0.12 and 21.07
=+ (.88 (n = 4, SE), respectively. Given these values, the
apparent dissociation constant of intracellular SBFI for
intracellular sodium (Kd) in human sperm was 9.45 +
0.70 mM (n = 4, SE), a value lower than that obtained
in hippocampal neurons (157 mM) by Diarra et al
(2001). Kd, Ryay, Rimin. and [ were used to calibrate the
R wvalues in the Grynkiewicz equation (Diarra et al,

2001).

Detection and Calibration of [Ca**]; and
Membrane Potential

The [Ca®*}; and membrane potential were detected and
calibrated in sperm populations, in some cases simulta-
neously, with fura 2 (excitation [exc] 340/380, emission
[em] 4838) and with diSCs(5) (exc 600, em 670) as
described in Gonzilez-Martinez, 2003.

Procedure to Remove Calcium From the Medium

Calcium was removed from the medium by the calcium
chelator ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), as
described in (Gonzilez-Martinez, 2003). A stock solu-
tion containing 500 mM EGTA in 2 N NaOH was used.
In this condition, calcium chelation with 3.5 mM EGTA
did not modify the pH of the medium. The calcium
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Figure 1. Detection and calibration of intracellular sodium ([Na'];) in
SBFIHoaded human sperm. A pellet with approximately 2 x 107
SBFl-loaded sperm was added to the fluorescence cell containing
2.5 mL of Intracellular HEPES-buffered human sperm medium (ic-
HHSM;) + different amounts of NaCl and cholineCl. The cell was kept
at 36°C and under constant magnetic stirring. (A) Effect of gramicidin
(1 uM) on the time course of 340/380 ratio fluorescence detected at
more than 490 nm. The external sodium concentration (mM) is
indicated at the right of the traces. (B) Hanes plot ([Na'1{(R — Ay
vs [Na']). The A values &t each [Ma] (in the presence of gramicidin)
were obtained from the traces. The continuous line corresponds to
the equation [Na"V{R = 1.03) = 20.5 mM + 1.42[Na"]. The constants
were used to calculate Kd by the Hanes equation (Equation 1), as
described in Methods. (n = 4 individuals, £ = SE).

concentration calculator program Maxchelator (V2.1),
written by Chris Patton from Stanford University
(http:/iwww.stan ford.edu/~cpatton/maxc.html) was used
to estimate the calcium and magnesium concentrations in

HHSM medium containing EGTA.

Results

We have previously shown that external calcium re-
moval with EGTA produces depolarization that de-
pends on the external sodium content. We investigated
whether the Na*-dependent depolarization reflected
changes in [Na'};. Figure 2 shows that the depolariza-
tion induced by external calcium removal with 3.5 mM
EGTA, from 2.5 mM to 70 nM, was accompanied by
a slow but consistently large increase in [Na®]; that
depended on the external sodium content. In HHSM
medium (normal sodium content), the [Na'}; content
increased from resting 2.9 = 0.3 mM to 28.3 + 23 mM
in 3 minutes (media = SE. n = 7). The [Na'}; increase
reached nearly steady values close to 45 mM in about 4
more minutes (not shown). Calcium restoration, which
produces a transient peak of calcium and a Na* K*-
ATPase-dependent hyperpolarization (Gonzilez-Marti-
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Figure 2. Intracellular sodium increase induced by caleium remowval
as a function of external sodium. SBFl-loaded sperm were poured
into the fluorescence cells containing different sodium content. The
final external sodium concentration, which includes the amount
added during ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA)-NaOH
addition, is indicated in the abscissa of the curve (lower panel). (A)
Representative traces of membrane potential (V) and intracellular
sodium ([Na'}) changesinduced by 3.5 mM EGTA and subsequently
by 3.5 mM CaCl; (Ca) additions. (B) [Na'];, obtained 3 minutes after
EGTA addition, as a function of external sodium ([Na'le,). (C) [Na'}
increase ([Na']; obtained 3 minutes after EGTA addition minus
resting [Na'}) as a function of the extent of membrane potential
depolarization (W, obtained 3 minutes after EGTA addition minus
resting W,; n = 5 individuals, £ = SE).

nez, 2003), blocked the sodium influx and then pro-
duced a slow and small decrease in [Na*]; (Figure 2A).
The effect of external sodium on [Na™); did not reach
saturation at the range of external sodium studied
(Figure 2B). Both the extent of the Na'-dependent
depolarization (Gonzdlez-Martinez, 2003) and the
[Na*]; increase induced by calcium removal similarly
depended on the external sodium concentration, in-
dicating that both phenomena were related (Figure 2C).
Interestingly, the sodium increase was inhibited at
70 mM external sodium (Figure 2A), a concentration
that still favors sodium entry, as supported by the
gramicidin-induced sodium influx in this condition
(trace not shown).

In previous work, we showed that in calcium removal—
induced depolarized sperm, calcium restoration or
magnesium addition produce a Na* K*-ATPase-depen-
dent hyperpolarization (Gonzalez-Martinez, 2003). As
shown in Figure 3 (left panel, traces b and c), the [Na™;
increase induced by calclum removal was blocked and
then tended to reverse with the addition of calcium at
concentrations =1 pM (I pM and 2.5 mM). These
amounts of calcium also produced calcium influx and
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hyperpolarization (Figure 3, left panel). As for magne-
sium, the addition of 1.5 and 2.5 mM MgCl,, which
increases the external [Mg™] to 1.99 and 2.99 mM,
respectively (because HHSM contains 0.49 mM MgCls),
blocked the sodium influx and subsequently produced
a slight decrease in [Na}; (Figure 3, right panel, traces f
and g). The effect of magnesium was not related to
calcium release from EGTA because, according to the
Maxchelator program (see Methods), the highest mag-
nesium concentration used in this study (2.99 mM) barely
increased the external free calcium, from 70 (in normal
HHSM + 3.5 mM EGTA) to 120 nM. Consistently, as
previously reported (Gonzalez-Martinez, 2003), no ef-
fects were observed in [Ca®];, and a complete hyperpo-
larization was produced. The addition of 0.25 mM
MgCls (trace ) inhibited but did not reverse the [Na™};
increase, an effect that correlated with a partial induction
of the hyperpolanzation, suggesting that a fraction of the
sperm population could stop the Na'-dependent de-
polarization. These effects were also observed when
magnesium was added before EGTA; that 1s, the same
amounts of magnesium similarly blocked the [Na™];
increase induced by EGTA (traces not shown).

Because the hyperpolarization induced by calcium
restoration or magnesium addition 1s sensitive to
oubain (Gonzalez-Martinez, 2003), we studied the effect
of this inhibitor on [Na*}; changes. In HHSM medium
containing 142 mM sodium (including EGTA-NaOH),
the calcium removal-induced [Na®]; increase was re-
markably enhanced by cuabain, and as expected for
a extrusion mechanism involving the Na* K*-ATPase,
calcium restoration did not tend to reverse it (Fig-
ure 4A). It should be noted that ouabain barely alfects
that Na*-dependent depolarization induced by calcium
removal (Gonzilez-Martinez, 2003), indicating that the
observed enhanced increase in [Na*]; was not related to
an increase in sodium influx but to the mhibitory action
on the Na* K*-ATPase. Likewise, as expected, magne-
sium did not induce [Na'}; decrease in calcium removal—
induced depolanzed sperm treated with ouabain (Fig-
ure 4B). These results indicated that the sodium
increase induced by calcium removal resulted from
a balance between sodium mflux produced by the
gating of the putative channel and sodium extrusion,
activated by the increase in [Na*], catalyzed by the
Na*, K*-ATPase.

Discussion

In this work, we show evidence that the Na*-dependent
depolarization induced by calcium removal produces
[Na*]; increase. This hypothesis is strongly supported by
1) the correlation of the extent of [Na*};increase with the
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Figure 3. Effect of calcium and magnesium on the intracellular
sodium ([Na']) influx induced by calcium removal with ethylene
glycol tetrascetic acid (EGTA) in SBFl-loaded human sperm.
Calcium was removed from the medium with 3.5 mM EGTA, and
40 seconds later, appropriate amounts of either calcium (left panel)
or magnesium (right panel) were brought to different external
concentrations. A sample of the same semen was also loaded with
fura 2 to compare the effects with intracellular calcium ([ca®'}y and
membrane potential (detected simultaneausly). Left panel: Effect of
calcium addition. The amounts of free [Ca®) reached in the
presence of 3.5mM EGTA are indicated in parentheses: (a) no
addition (70 nM), (b) 0.92 mM (1 uM), and (c) 3.5 mM (2.5 mM).
Right panel: Effect of magnesium addition. The amount of free
magnesium (0.49 mM of the HHSM plus the amounts added, in the
presence of 3.5 mM EGTA) are indicated in parentheses: (d) no
addition (0.37 mM), (e) 0.25 mM (0.56 mM), (f) 1.5 mM (1.61 mM),
and (g) 25 mM (2.99 mM). The free divalent cations in the presence
of EGTA were calculated by the Maxchelator (W2.1) program (see
Methods). The traces are represertatives of sperm samples obtained
from 5 individuals.

extent Na'-dependent depolarization and 2) the block-
ing of an increase in [Na*); by calcium and magnesium at
micromolar and millimolar concentrations, respectively,
which are conditions that also block the Na*-dependent
depolarization and then cause a Na*K*-ATPase—de-
pendent hyperpolarization (Gonzalez-Martinez, 2003).
Furthermore, the enhancing effect of ouabain, which
blocks Na*,K*-ATPase, on the [Na™}; increase induced
by calcium removal and its blocking effect on the [Na™};
decrease produced by calcium restoration or magnesium
addition, indicates that the pump is rapidly activated as
a consequence of the [Na*]; increase.

Interestingly, the [Na*]; increase induced by calcium
removal is blocked in HHSM medium still containing
70 mM NaCl (Figure 2), an effect that is related to
blocking of the Na*-dependent depolarization induced
under the same conditions (Gonzilez-Martinez, 2003).
Evidently, the sodium gradient still favors sodium entry
at 70 mM external sodium, as supported by a fast
sodium influx induced by gramicidin in this condition.
Given that the Na'-dependent depolarization does not
reach the Nemst potential for sodium distribution
(Ews), the lack of depolarization might reasonably
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Figure 4. Effect of inhibition of the Na',K'-ATPase on calcium
removal-induced sodium influx in human sperm. SBFl-loaded
human spermwas poured in HEPES-buffered human sperm medium
containing 128 mM sodium, and sodium influx was induced by
caleium removal with 3.5 mM ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA;
total amount of sodium was 142 mM including EGTA-MaOH).
Membrane potertial (Vi) was recorded in sperm obtained from the
same batch under idertical conditions. Three minutes after EGTA,
either 3.5 mM CaClz (Ca) (that restores to 2.5 mM) (panel A) or
2.5 miM MgClz (Mg) (panel B) were added as indicated. (a, ¢) control
traces, (b, d) ouabain (O) was added 15 s before EGTA. Traces are
representative of sperm samples obtained from 5 individuals.

result from a contribution of potassium exiting through
the same, or other, channels (Gonzalez-Martinez, 2003).
In this regard, at different external sodium concentra-
tions, the depolarization induced by calcium removal
reaches a constant value in about 1 minute, whereas that
the [Na®]; steadily increases for 3 minutes, suggesting
that the sodium influx through the channel is perhaps
opposed by potassium efflux. Thus, in medium contain-
ing 70 mM sodium, an [Na"]; increase should have been
detected. The lack of effect in low-sodium HHSM
medium suggests that, besides the effect of gradient,
external sodium could affect the opening of the channel.
It should be additionally noted that in ic-HHSM, which
has no calcium added. the [Na™]; was unaffected in the
range of external 05-100.5 mM sodium (Figure 1A). It
is possible that contaminant calcium, the acidic pH of
the medium (pH 6.7), or both prevented sodium influx.
The effect of pH on the phenomena described here
remains to be studied.

The results presented here are consistent with the
hypothesis that, in resting conditions, there is a calcium
channel the activity of which contributes to the resting
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Figure 5. Hypothetical scheme of the ion transport systems activated
by external calcium removal and by the subsequent calcium
restoration in human sperm. The activation of these systems would
lead to the indicated changes in intracellular caleium t[Cazﬂi,
intracellular sodium ([Na'l), and membrane potential (V)
(see Discussion).

intracellular calcium (Gonzilez-Martinez, 2003). As
schematized in Figure 5, the calcium selectivity of this
channel would be conferred by the binding of calcium at
an external site with a Kd in the hundreds of nanomolar
units of micromolar range, a site that could be occupied
by magnesium with a Kd in the millimolar range.
Therefore, when calcium is removed from this site, the
selectivity would be shifted to the large-conductance
sodium channel. This would result in the observed
depolarization from approximately —45 mV to values
close to 0 mV (Gonzdlez-Martinez, 2003), the observed
[Ca®*]i decrease. because of the calcium-extruding
activity present in the cell (reasonably the Ca®*-ATPase)
and the observed increase in [Na*); from approximately
ImM to values close to 30 mM (this work). In this
condition, the Na* K*-ATPase would be rapidly act-
vated by the increase in [Na'};, to oppose massive
sodium entry. Upon external calcium restoration, the
channel would recover its selectivity to a low-conduc-
tance calcium channel, producing a peak of calcium, and
then a reactivation of the Ca®*-ATPase, bringing the
[Ca®]i levels to normal values. Consequently, the
membrane potential would become mainly dependent
on the highly active electrogenic Na* K*-ATPase
hyperpolarizing the cell. Accordingly, the [Na*}; would
tend to decrease to resting values, although at a much
slower rate than the hyperpolarization (this work). This
finding suggests that the sustained hyperpolarization,
which reaches values more negative than resting and
frequently even more negative to the Nernst potential
for potassium distribution (Ey) (Gonzdlez-Martinez,
2003), 1s supported by the enhanced [Na™);. Interesting-
ly, in a glucose-deprived medium, glucose induces
a ouabain-sensitive hyperpolarization (Guzman-Gren-
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fell et al, 2000), indicating a relevant role of the enzyme
in setting the membrane potential in human sperm
subjected to these particular stressing conditions.

Patch clamp recordings performed with mouse sperm
in cytoplasmic droplets show that the sperm flagellum
contains an alkaline-activated, weakly voltage depen-
dent calcium-selective channel named catsper (Kirichok
et al, 2006). Sperm lacking this channel, which actually
consists of 4 heterotetramers (catsperl—4; Jin et al, 2007;
Qietal, 2007) are unable to hyperactivate their motility;
as a consequence, males are infertile (Ren et al, 2001;
Carlson et al, 2003). In the absence of external calcium,
these channels conduct sodium in a voltage-independent
manner (Kirichok et al, 2006). In this regard, it is
reasonable to assume that the Na*-dependent depolar-
ization induced by external calcium removal and the
[Na*]; increase reported here might be due to catsper
opening in zero-calcium medium (Kirichok et al, 2006).
Consequently, this channel (catsper) would contribute
to set the resting [Ca®*),. It is interesting to note that
catsper null sperm incubated in the absence of external
calcium maintain initial motility, whereas the wild-tyvpe
sperm become motionless (Jin et al, 2007). This finding
mmplies that internal calcum stores play a role mn
supplying calcium for sperm motility in zero-calcium
medium and, according to the results presented here, it
raises the possibility that an increase in intracellular
sodium, a membrane potential depolarization (Espinosa
and Darszon, 1995; Gonzalez-Martinez, 2003), or both
might inhibit calcium release from internal stores in
wild-type sperm.

On the other hand, T-type VDCC detected in mouse
(Arnoult et al, 1996; Santi et al, 199) and man
(Jagannathan et al, 2002) spermatocytes, which in
GH3 pituitary cells also permit sodium permeation in
the absence of external calcium (Suarez-Kurtz et al,
1987), have been immune detected in mature sperm of
both species (Trevino et al, 2004). Thus, these channels
could also be involved in the responses discussed here.
The Na®/Ca®* has also been involved in setting the
resting [Ca®*); in human sperm (Kraznai et al, 2006). In
other cells, such as smooth muscle, there is evidence that
VDCC and store-operated calcium channels, which also
allow sodium permeation in the absence of external
calcium (Minke and Cook, 2002), could contribute to
resting [Ca®*]; (Montano and Bazan-Perkins, 2005).
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