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RESUMEN

La reproduccion es una caracteristica universal de todos los seres vivos y el proceso mas importante
que ha aparecido durante la historia de la vida y no del todo entendido. El éxito de la reproduccion

sexual depende de la correcta comunicacion entre los dos gametos, el espermatozoide y el ovocito.

Existen claras evidencias de que 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 y la

sefializacion por calcio es esencial para una fecundacion exitosa.

En los espermatozoides la capacitacion, la movilidad y la reaccion acrosomal (RA) son
mediadas por incrementos regulados de Ca”* intracelular. Recientemente se identificaron, en la
pieza principal del flagelo de los espermatozoides, canales -catidnicos especificos del
espermatozoide (CatSper). EI CatSper es un canal selectivo a Ca®*, activado por alcalinizacién
intracelular, débilmente sensible al voltaje. En ausencia de Ca®* externo, Catsper funciona como un
canal permeable a Na* de alta conductancia. En la condicion fisioldgica, CatSper juega un papel
central en el desarrollo de la hiperactivacion. Su falta en ratones “knock out” produce individuos
estériles incapaces de hiperactivarse, sin afectar movilidad activada, capacitacion o RA. Aunque
estos estudios han demostrado que CatSper participa en la funcidon espermatica, su accién y

mecanismos siguen siendo poco entendibles.

Por otra parte, entre las sefiales que median un incremento de Ca?* intracelular transitorio en el
espermatozoide son la progesterona, (hormona esteroidea producida por las células de la granulosa
que rodean al ovocito) o la prostaglandina E (PGE) (componente activo del liquido folicular),
ambos agonistas median esta respuesta via receptores de membrana plasmatica no genémico y por
mecanismos aun no identificados. Los eventos de sefializacion de ambos agonistas se ha reportado
son distintos, ya que, no presentan una sensibilizacion cruzada, si no al contrario, la aplicacion
simultanea de PGE; y progesterona conlleva a un efecto aditivo sobre el incremento de Ca®*
intracelular en los espermatozoides. En el presente estudio proponemos como hipétesis de trabajo
que tanto PGE; como progesterona activan directamente el canal CatSper.

Para comprobar la hipotesis, se determind el efecto de las PGE; y la progesterona basandonos
en mediciones opticas de Ca®" intracelular, pH; y Na intracelular mediante registros de

fluorescencia en poblaciones de espermatozoides humanos.



Encontramos que al estimular a los espermatozoides con diferentes concentraciones de PGE;, el
incremento de Ca?* es dosis dependiente y transitorio; con una ECsy de 207 + 104 nM,
alcanzandose casi la maxima respuesta con 1 uM de PGE;.

Para evaluar la participacion de CatSper en el incremento de Ca®* inducido con PGE; y
progesterona, incubamos a las poblaciones de espermatozoides en medios con diferentes pHs
externos (de 7.2 a 8.0), con lo que fuimos alcalinizando el medio intracelular de los
espermatozoides. Al inducir el incremento de Ca** con PGE; o progesterona, observamos que el
Ca®" intracelular aumenté de manera pH. dependiente, a un pHe 7.2 el Ca?* intracelular fue de
~250 nM y para un pH. de 8.0 el incremento de calcio intracelular fue de doble (~500 nM).

Recientemente se reportd que mibefradil, un derivado de la tetralina bloquea CatSper.
Utilizamos este inhibidor sobre el incremento de Ca** inducido por PGE; y progesterona,
encontramos que mibefradil inhibe de manera eficiente este incremento de Ca®* Est4 inhibicién fue
dosis dependiente, con una ICsp = 4.8 £ 1.2 uM y una ICsp = 4.4 + 1.3 uM respectivamente
alcanzandose una inhibicién de ~75% con 20 uM para ambos agonistas.

La aplicacion de mibefradil sobre el incremento de Ca®* inducido con PGE; y progesterona en
los diferentes pHe, tuvo un efecto pHe dependiente; ~25% en un pH. 7.2 y de ~80% en un pH, 8.0.
Este resultado sugiere que la eficiencia de bloqueo de mibefradil al CatSper es pH. dependiente o
existe otra via de entrada de Ca?* aparte de CatSper para ambos agonistas.

Debido a que el canal con el que trabajamos es un canal pH; dependiente, quisimos evaluar el
efecto de nuestros agonistas e inhibidor, sobre el pH intracelular del espermatozoide. Observamos
que la adicién de ambos no afecta el pH intracelular, lo cual apoya la idea de que el incremento del
Ca®" intracelular es directamente por la activacion del canal.

Con base en que en ausencia de Ca®* externo Catsper funciona como un canal permeable a Na*,
abordamos esta caracteristica quelando el Ca®* externo de nuestro medio de registro con EGTA
(acido etilén glicol tetraacético). Al estimular con PGE; 0 progesterona observamos un incremento
de Na" masivo que se detiene al readicionar Ca?* al medio de registro. Al adicionar el mibefradil,
esta entrada de Na" es inhibida. Estos resultados concuerdan con las caracteristicas que se reportan
para los CatSper. Todos estos resultados apoyan que tanto PGE; como progesterona median un
incremento de Ca** en los espermatozoides humanos via activacion de CatSper. Se sabe que
CatSper tiene, al menos, 3 subunidades auxiliares (B, y y &) cuyos dominios extracelulares son
grandes, lo cual sugiere que estas subunidades auxiliares podrian funcionar como receptor

extracelular de PGE; y progesterona.



ABSTRACT

Sperm-specific cation channel (CatSper) play a central role in the development of
hyperactivation, which is characterized as vigorous flagellar motility and required for mammalian
fertilization. Currently, CatSper is known to consist of 4 pore-forming (o) subunits (CatSperl-4)
and 3 auxiliary subunits (CatSper B, vy and 3). All 3 auxiliary subunits have large extracellular
domains, suggesting a possible function as receptors for extracellular ligands. So far, any CatSper
subunit "knockout™ (4 for each o and 1 for  subunits) produced sterile mice due to the same defect
in hyperactivation. Although these studies have shown that CatSper is essential for sperm function,
its regulation under physiological condition remains poorly understood. On the other hand,
prostaglandin E (PGE) and progesterone, which are natural ligands present in the female genital
tract, cause an increase in intracellular Ca** concentration ([Ca®*];) in human sperm. Both agonists
mediate this response via non-genomic plasma membrane receptors, but the mechanisms have not
yet been identified. A working hypothesis of the present study is that both PGE; and progesterone
directly activate the CatSper channel. Since it is known that CatSper can be activated by
intracellular alkalinization, we incubated human spermatozoa in media with different outside pH
(from 7.2 to 8.0), so that we modified the intracellular pH of the sperm. We observed that the
increase in the [Ca**]; induced by PGE; and progesterone was potentiated in higher pH media; the
[Ca?*]; elevated up to ~ 250 nM at pH, 7.2 and it was doubled (~ 500 nM) at pH, 8.0. Recently it
was reported that mibefradil, a derivative of tetralin, blocks CatSper. We used this inhibitor on the
Ca®" increase induced by PGE; and progesterone and found that mibefradil inhibits efficiently the
increase of Ca®* with an ICso = 4.8 + 1.2 uM and an ICso= 4.4 + 1.3 pM, respectively (~ 75%
inhibition at 20 uM). We confirmed that both ligands do not affect the intracellular pH, so the
increase in the [Ca?']; induced by PGE; or progesterone not mediated by intracellular alkalinization,
instead, it may be attributed to direct action to the channel. In the absence of external Ca** CatSper
acts as a channel permeable to Na*, we address this feature by external Ca?* removal with EGTA.
As anticipated, both PGE; and progesterone induced massive Na* influx in Ca®* free medium and it
was inhibited by mibefradil and also by re-addition of Ca?*. All out data support that PGE; and
progesterone directly activate CatSper channel in human spermatozoa.



I. INTRODUCCION

La reproduccion es una caracteristica universal de todos los seres vivos y el proceso mas importante
que ha aparecido durante la historia de la vida y no del todo entendido. La variedad de patrones de
reproduccion en los animales es enorme. La mayoria de los vertebrados se reproducen sexualmente,
lo que implica la formacién de células sexuales (gametos) generalmente por parte de dos
progenitores diferentes (el macho y la hembra), que al unirse durante el proceso conocido como
fecundacion, dan lugar a un zigoto y se formara un nuevo individuo (Curtis y Barnes, 2001;
Hickman et al., 2000).

Los gametos (ovocito y espermatozoide) son células que han evolucionado y especializado
para la propagacion de los genes que transportan mediante la recombinacion genética favoreciendo
la variabilidad genética, aspecto importante para la evolucién. La formacion de los gametos procede
de una serie de transformaciones que ocurren durante la gametogénesis, en donde ambos gametos se
desarrollan por meiosis: proceso bioldgico que genera células haploides con caracteristicas
geneéticas diferentes a las que les dieron origen debido a la recombinacion genética de los
cromosomas homologos. Este proceso se denomina ovogénesis en el caso de la generacién del
gameto femenino, y espermatogénesis en el caso del gameto masculino; estos gametos estan
especializados en la produccion y almacenamiento de nutrientes (6vulos) o en la movilidad, como
en los espermatozoides (Gilbert, 2003). A continuacion se describen las caracteristicas morfologicas
de los espermatozoides de mamifero y posteriormente sé detalla la maduracion espermatica,
requisito indispensable para que el gameto masculino se convierta en una célula funcionalmente

competente para fecundar al ovocito.

1.1.- Estructura del espermatozoide.

El espermatozoide es la célula madura al final de la gametogenesis, contiene solamente la
mitad de cromosomas de una célula somatica; es decir, es haploide; y es el portador de la
informacidn genética paterna. Presenta importantes variaciones tanto en forma como en tamafio
entre las diferentes especies de mamiferos, pero en términos generales se compone por: una cabeza,

y un flagelo o cola (Figura 1) (Gartner y Hiatt, 2002).
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Figura 1. Esquema de la morfologia del espermatozoide humano. A) Cuerpo entero del espermatozoide humano;
consta de una cabeza redondeada con un acrosoma en forma de tapa, en la parte anterior. En la parte posterior de la
cabeza se encuentra el segmento ecuatorial y el postacrosomal. El flagelo de los espermatozoides de mamifero se divide
en pieza media, principal y terminal. La pieza media esta separada de la principal por el anillo. Con frecuencia en
espermatozoides maduros humanos se observa una gota citoplasmética. B) Ampliacién de la cabeza y de la region de la
pieza media del espermatozoide humano [secciones transversales desde dos angulos diferentes (90 ° de rotacién)]. El
nucleo ocupa la mayor parte del espacio de la cabeza y se cubre por el acrosoma, hay muy poco citosol en estas células.
El centriolo y la envoltura nuclear se encuentran en la base de la cabeza. El axonema est4 rodeado por las fibras
externas densas en la pieza media y la pieza principal. Las fibras densas externas estan rodeadas de mitocondrias en la
pieza media, mientras que por la vaina fibrosa en la pieza principal. C). Ampliacidn de la seccion transversal del flagelo
del espermatozoide de los mamiferos. El axonema se localiza en el centro y a lo largo de todo el flagelo, esta rodeado
por las mitocondrias y fibras densas externas en la pieza media, mientras que en la pieza principal esta rodeado por las
fibras densas externas y por una vaina fibrosa (2 de 9 fibras densas externas se fusiona con la vaina fibrosa). La pieza
final s6lo contiene el axonema (Modificado de Darszon et al., 2011).

La principal funcion de la cabeza es la entrega de la informacion genética paterna dentro del
ovocito, mientras que la del flagelo es la de proporcionar a la célula movilidad que le va a permitir

viajar en el tracto genital femenino (TGF) y penetrar la zona peltcida (ZP) (Mortimer, 1997).

El flagelo consta de 4 regiones: cuello, pieza intermedia, principal y terminal. Los componentes
estructurales presentes en el flagelo son el axonema, el complejo mitocondrial, la vaina fibrosa y las

fibras densas externas (Oko y Clermont, 1990).

El axonema se encuentra en el centro del flagelo y es la estructura responsable de la

movilidad; contiene a la dineina, proteina encargada de convertir la energia quimica liberada



mediante la hidrolisis del adenosin trifosfato (ATP) en energia mecéanica para la movilidad (De
Jonge y Barratt, 2006; Eckert, 1990; Mortimer, 1997).

El complejo mitocondrial es el portador de enzimas oxidantes responsables de la
fosforilacion oxidativa, constituye una region importante para la generacion de ATP y se encuentra
Unicamente en la pieza intermedia (Gartner y Hiatt, 2002; Oko y Clermont, 1990; Ruiz, 1988). Sin
embargo, la importancia de la mitocondria en el funcionamiento del espermatozoide esta en debate
debido a que, en algunas especies como el ratdn, la glicolisis es fundamental para generar la energia
para mantener la movilidad del espermatozoide (Miki et al., 2004) mientras que el citocromo C de

esta célula no es esencial (Narisawa et al., 2002).

La vaina fibrosa estd compuesta por tres columnas longitudinales que van a correr a lo largo
de la pieza principal. En algunas especies, el 50% de las proteinas presentes en esta estructura van a
ser las proteinas de anclaje de la cinasa A (AKAPS); y su fosforilacion en tirosinas se cree que esta
relacionada con su deslizamiento. También, la vaina fibrosa se ha propuesto como un andamiaje
para enzimas glicoliticas (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa-S, hexoquinasa HK1-S, etc.), lo
cual indica la importancia de esta estructura en la movilidad espermaética (De Jonge y Barratt, 2006,
Miki et al., 2002).

Otras estructuras presentes son las fibras longitudinales densas externas que a lo largo de la
pieza media (en nimero de 9) y parte de la pieza principal (solo 7) van a rodear al axonema; estas
estructuras van a estar compuestas por varios filamentos de proteinas ricos en cisteina, serina y
prolina con alto grado de puentes disulfuro (S-S) dependientes de zinc (De Jonge Yy Barratt, 2006;
Alvarez, 2003; Mortimer, 1997).

Los espermatozoides son células genéticamente y morfolégicamente diferenciadas (Figura
1), sin embargo, recien formados, todavia no poseen movimiento progresivo ni, mucho menos,
estan preparados para fusionarse con el ovocito, por lo que requieren de un proceso conocido como

maduracion espermatica (De Jonge, 2005; Visconti y Kopf, 1998).
1.2.- Maduracion del espermatozoide.

La maduracién 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 TGF (Sullivan et al., 2007; Breitbart, 2002).



1.2.1.- Maduracion en el epididimo

Los espermatozoides se forman en los tubulos seminiferos y se transportan hasta el epididimo, sitio
en el que se llevardn a cabo distintos eventos como su maduracion, su concentracion y

almacenamiento (Figura 2) (Sullivan et al., 2007).
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Figura 2. Diagrama del érgano reproductor masculino, formacion de los espermatozoides de mamiferos y
procesos asociados. En la parte inferior izquierda del diagrama se observa la espermatogénesis. La espermatogénesis
avanza desde la base hasta la luz de los tubulos seminiferos. Los tlbulos seminiferos se componen basicamente de dos
tipos de células: somaticas (células de Sertoli), células que apoyan, protegen y nutren a las células germinales
(espermatdgenicas); este segundo tipo celular se organizada en varias capas de células con una distribucion vectorial en
las que las células germinales son mas maduras cuanto més cerca de la luz se encuentran. Las espermatogonias (células
germinales madre) residen en el compartimento basal y proliferan a espermatocitos primarios (Leptoteno), al
diferenciarse las espermatogonias a traviesan la barrera hemato-testicular formada por la unidn estrecha de las células
de sertoli adyacentes. Los Espermatocitos secundarios (paquiteno y diploteno) se forman por la primera meiosis y se
convierten en espermatidas redondas por la segunda meiosis. Las espermatidas son células alargadas que experimentan
el proceso de espermiacion, es decir; se someten a una notable transformacion morfolégica del nidcleo y del cuerpo
celular. En la etapa final de la espermiacion, la mayor parte del citoplasma se eliminara (es fagocitado por las células de
Sertoli) para formar espermatozoides completamente desarrollados. En la parte central superior de la figura se observa
un corte en seccién transversal de un tibulo seminifero. Los espermatozoides recién formados son transportados hacia
el epididimo a través de la luz del tabulo (L). En el lado derecho superior de la figura se observa el epididimo vy el
testiculo. El testiculo esta lleno de tubulos seminiferos. El epididimo también estd lleno de tubos estrechos y
enroscados. Este 6rgano se puede dividir en tres partes: cabeza, cuerpo y cola. El transporte de los espermatozoides a lo
largo de estos tlbulos se requiere para la primera fase de maduracion de los espermatozoides. La segunda fase de
maduracion se dara en el TGF (parte inferior izquierda) (Modificado de du Plessis et al., 2011).



El epididimo es un tubo con forma de espiral (5-6 m. 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 tinica albuginea; ubicado
entre el conducto eferente y el conducto deferente; este Ultimo 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 llamadas factores
estabilizantes del acrosoma o factores descapacitantes (FD), cuya funcién es evitar que se dé la
reaccion acrosomal (RA) en el tracto reproductor masculino (TRM), fendémeno que el

espermatozoide cumple al tener contacto con la ZP del ovocito (Jones, 1998).

Asi mismo, en el epididimo se completan cambios morfol6gicos en su tamafio y su forma,
asi como en la estructura interna del acrosoma y en la posicion de la gota citoplasmatica, que migra
desde una posicion proximal hasta una 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 traves del epididimo
son resultado de ciertas sustancias secretadas por las células del epitelio epididimario (proteinas,
acido sialico, carnitina, iones inorganicos, etc.); en todos los compartimentos celulares del
espermatozoide: el acrosoma, el nucleo, el flagelo y la membrana plasmatica presentan
modificaciones; la membrana plasméatica 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 concentracion de desmosterol y sulfato de colesterol, asi como la composicion de

fosfolipidos y &cidos grasos (Alvarez, 2003).

La actividad metabolica de los espermatozoides también se ve modificada durante su
trayecto por el epididimo: se da una modificacion en su actividad glicolitica y en los niveles de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) como resultado del incremento de la actividad de la enzima
adenilato-ciclasa y una disminucion de la actividad de una fosfodiesterasa de AMPc (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 por movimientos



peristalticos del plasma seminal pasan por la uretra; para ser liberados al TGF durante la
eyaculacion (De Jonge y Barratt, 2006).

Al momento de la eyaculacion los espermatozoides entran en contacto con secreciones de
las glandulas anexas accesorias del TRM, que en su conjunto conforman el liquido seminal para ser
depositados en el TGF (Bedford, 1975; Robaire y Hermo, 1998).

Estos tejidos accesorios producen grandes cantidades de sustancias biolégicamente
importantes como: prostaglandina (PG), espermina, fructosa, acido citrico y altas concentraciones
de zinc, proteinas y enzimas especificas como inmunoglobulinas, proteasas, esterasas y fosfatasas
(Espey y Lipner, 1994; Harper, 1994).

1.2.2.- Maduracion en el tracto genital femenino.

Los espermatozoides de la mayoria de los mamiferos son depositados en la vagina y de aqui
son transportados del cérvix hasta un pequefio orificio en el oviducto (trompas de Falopio), es decir,
hasta la unién Gtero-tubal mediante la movilidad activada (ver mas adelante) asi como por las
contracciones musculares de la vagina, cérvix y utero (Figura 3). La union utero-tubal funciona
como una barrera para los espermatozoides, ya que sélo logran pasar aquellos que presentan una
movilidad activada, es decir, de los miles que son 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 encuentran primero con el istmo, el cual se conoce como el reservorio del
oviducto, ya que los espermatozoides se fijan fuertemente al epitelio oviductual, quedando
atrapados y formando un reservorio. Es en este sitio donde los espermatozoides son almacenados y
poco a poco son hiperactivados y capacitados asincronicamente (ya que es aqui donde se pierden
los factores descapacitantes, ver mas adelante), con lo que pierden afinidad por el epitelio y son
liberados a la region del &mpula en donde se va a llevar a cabo el encuentro de un espermatozoide
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).
Los espermatozoides una vez capacitados e hiperactivados son guiados hacia el ovocito mediante
secreciones de sustancias quimiotécticas de las células de la granulosa que lo rodean (cumulus
oophurus), proceso conocido como quimiotaxis (Eisenbach y Giojalas, 2006), el cual en los

mamiferos sigue siendo controversial (Kaupp et al., 2008).
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Figura 3. Diagrama del sistema reproductor femenino. A) Muestra la arquitectura y los componentes principales del
aparato reproductor femenino. La vagina es el sitio de la eyaculacion y el punto de inicio del viaje de los
espermatozoides. La natacién y las contracciones musculares permiten que los espermatozoides puedan pasar el cuello
uterino y después al istmo. El istmo es el primer segmento de la trompa de Falopio y es el sitio en donde se almacenan
los espermatozoides, en ausencia de espermatozoides los ovocitos pueden esperar unido a las grietas de este tejido
durante varios dias, dependiendo de la especie. El ampulla es el segundo segmento de la trompa de Falopio y el sitio de
la fertilizacion. Los ovarios se encuentran al final de las trompas de Falopio. Durante la ovulacién, el ovocito migra al
ampula y los espermatozoides desde el deposito (itsmo) se desprenden hasta llegar al ovocito. B) Seccion transversal
gue muestra las invaginaciones que caracterizan la morfologia de las regiones del istmo y ampula. C) Esquema del
ovocito, donde se muestra la ZP y las células del cumulus que lo rodean (Modificado de Darszon et al., 2011; Eisenbach
y Giojalas, 2006).

La hiperactivacion y la capacitacion permiten al espermatozoide unirse a la ZP del ovocito,
especificamente a la glicoproteina ZP3, que ademas induce la RA, proceso que permite al
espermatozoide penetrar sus capas y fusionarse con el ovocito (Darszon et al., 2006; Turner, 2006;
Suarez y Pacey, 2006). Estos tres procesos son esenciales para que el espermatozoide fecunde al

ovocito y se describen brevemente a continuacion.

» Movilidad espermatica.

Los espermatozoides requieren ser moviles progresivos para poder cumplir su principal objetivo: la
fecundacion, para lo cual presentan dos formas de movilidad: activada e hiperactivada (Figura 4)

(Darszon et al., 2011; Suarez, 1996).
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Activada. Esta movilidad se refiere a una amplitud baja del batido flagelar que presentan los
espermatozoides recien eyaculados; la activacion les permite llegar al istmo, donde son capturados
(Figura 4A) (Darszon et al., 2011; De Jonge y Barratt, 2006; Suarez y Pacey, 2005; Suarez, 1996).

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, mientras que en medios viscosos (como el del fluido folicular) este
movimiento es rectilineo y mas progresivo que la movilidad activada. Este tipo de movimiento le
confiere la capacidad de liberarse del epitelio oviductual del istmo y seguir progresivamente a lo
largo de este tejido; mejora las posibilidades del contacto con el ovocito y la penetracién del
cumulus oophurus en la zona de penetracion (Figura 4B) (Darszon et al., 2011; De Jonge y Barratt,
2006; Suarez y Pacey, 2005; Suarez, 1996).

A

Movilidad activada

en fluido viscoso

/Q}Q/
o\

epitelio del oviducto

Células del Cumulus

Figura 4. Tipos de movilidad. A) Movilidad activada (izquierda) e hiperactivada (derecha). La forma flagelar y la
direccion de la motilidad se muestra con las flechas, estos tipos de movilidad son los que experimentan los
espermatozoides en medios experimentales no viscosos. B). Importancia de la movilidad hiperactivada de los
espermatozoides: i) avanzar en la alta viscosidad del tracto genital femenino de manera mas eficiente que el
espermatozoide con movilidad activada, ii) poder separarse de los espermatozoides del reservorio (istmo) y avanzar
hacia la &mpula (sitio de la fertilizacion) v iii) facilita la penetracion de los espermatozoides a través de las células del
cumulus y la ZP (Modificado de Darszon et al., 2011).
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La activacion y la hiperactivacion dependen de la funcionalidad del axonema y cuya proteina
motora principal es la dineina (De Jonge y Barratt, 2006). La movilidad espermética de los
mamiferos se ha reportado puede ser regulada por dos rutas de sefializacion: una mediada por la
proteina cinasa A dependiente de AMPc (AMPc/PKA) v la otra por Ca®* (Darszon et al., 2006; De
Jonge y Barratt, 2006; Turner, 2006).

El AMPc es un segundo mensajero esencial en la fisiologia espermética que induce, entre
otros procesos, la activacion tardia de una proteina tirosin-cinasa (PTK) que fosforila proteinas en
sus tirosinas aunque su mecanismo aun no se conoce. El incremento de AMPc se debe a la
activacion de la adenilato ciclasa soluble (ACs) dependiente de bicarbonato (HCO3Y) y por la
inactivacion de la fosfodiesterasa (PDE) (Turner, 2006). Las proteinas de anclaje de PKA (AKAPS)
de la vaina fibrosa, que son las proteinas estructurales de la pieza principal del flagelo son blanco
para PTK y su fosforilacion parece ser de suma importancia para la iniciacion de la movilidad
flagelar, ya que su inhibicion suprime la capacitacion y la hiperactivacion de la movilidad (Bajpai y
Doncel, 2003). Por otra parte, el incremento de AMPc debido a la inhibicién de las fosfodiesterasas
induce no solo la fosforilacidn de proteinas, sino ademas la hiperactivacion de los espermatozoides
(Figura 5) (Buffone et al., 2005).

La importancia del AMPc en la funcién espermaética se pone de manifiesto en el hecho de
que se presenta infertilidad en ratones “knock out” para la ACs, debido a defectos en la movilidad;
y estos defectos son reversibles al tratarlos con un analogo permeable de AMPc (Esposito et al.,
2004), por esto se ha establecido que el AMPc actia como una molécula sefial para la regulacion de

la movilidad espermatica.

El Ca** es un factor esencial para la modulacién de la movilidad del flagelo. Los efectos que
se han reportado tienen relacién en el grado de asimetria flagelar caracteristico de una movilidad
hiperactivada, el Ca®" actuaria directamente por medio de protefnas fijadoras en el brazo externo de
la dineina, lo que induce el movimiento asimétrico; sin embargo, altas concentraciones (mM) de
este jon inhiben la movilidad flagelar. Este Ca** puede provenir, ademés del medio extracelular, de
varias fuentes intracelulares como: la envoltura nuclear redundante (ENR) mediada por los
receptores de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) o la mitocondria (Darszon et al., 2006; De Jonge y
Barratt, 2006; Ho y Suarez, 2001). El ingreso de Ca®* del medio extracelular se da a través de

canales ionicos (Figura 5).
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Figura 5. Flujos de iones durante la hiperactivacion y la capacitacion en los espermatozoides de mamifero.
Ambos procesos ocurren en paralelo a lo largo del TGF, pero solo algunas vias de sefializacion son compartidas. La
albimina presente en el TGF remueve el 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 de un
intercambiador Na*/HCO, (NBC) (posiblemente activado por Ca®* externo), aumentando los niveles de HCO5 con lo
que se da la activacion de la adenilato ciclasa soluble (ACs) y la produccién de AMPc. Este AMPc puede activar el
intercambiador Na*/H* (sNHE) y junto con la activacién del canal de protones (Hy) (por el retiro de Zn**) aumenta el
pHi, otro parametro celular que activa los canales CatSper y los canales SLO3. El aumento global de Ca* influye en la
glucolisis y en la actividad del axonema, favoreciendo la hiperactivacion de la movilidad. Varias bombas (PMCAA4,
SPCA1) movilizan Ca®" y canales (receptores al IP3 (IP3R) y receptores a rianodina (RyRs)) participan durante la
sefializacion 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 fosforilacion asociada a la capacitacién. Las posibles conexiones entre
las vias de sefializacién de la hiperactivacion y la capacitacion se indican, en el centro de la figura (Modificado de
Darszon et al., 2011).

En el flagelo se han reportado varias subunidades de canales dependientes de voltaje (Ca,)
(reportados en ratones y humanos), canales del receptor de potencial transitorio (TRP; en ratones y
humanos), canales dependientes de nucleotidos ciclicos (CNG) y canales cationicos especificos del
espermatozoide (CatSper) (Darszon et al., 2006; Turner, 2006). De estos canales, el CatSper es el
que al parecer juega un papel central en el desarrollo de la hiperactivacion. Su ausencia en ratones
“knock out” produce ratones estériles incapaces de hiperactivarse, sin afectar movilidad activada,
capacitacion o reaccion acrosomal. Estos canales se encuentran en la pieza principal del flagelo y
son exclusivos de los espermatozoides (descripcion detallada en los antecedentes) (Ren et al.,

2001).
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» Capacitacién espermatica.

La capacitacion significa adquisicion de la capacidad para fecundar al ovocito. Consiste en una
serie de modificaciones tanto bioquimicas como biofisicas en el espermatozoide que se dan a lo
largo del TGF, y particularmente en el itsmo del TGF, necesarios para que ocurra la RA (Darszon et
al., 2006; Suarez y Pacey, 2006; Turner, 2006).

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 pHi y de la concentracién de Ca®* intracelular ([Ca*'];). 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 (Darszon et al., 2006; De Jonge y Barratt, 2006; Baldi et al., 2000).

Durante la capacitacion también se ha propuesto que la membrana plasméatica del
espermatozoide se hace maés fluida y permeable, debido a que los lipidos y las proteinas de la misma
se reorganizan. El contenido rico en albumina y lipoproteinas de alta densidad (HDL) del fluido del
oviducto promueven la remocion del colesterol de la membrana plasmatica del espermatozoide con
lo que se altera el transporte idnico incrementandose la concentracién de [HCO3]; y la [Ca®*]; en el
citosol (Figura 5) (Darszon et al., 2011; Darszon et al., 2006; De Jonge y Barratt, 2006).

Se cree que la entrada de HCOs puede estar mediada por un cotransportador Na*/ HCO3"
(NBC) o por difusién como di6xido de carbono (Krapf et al., 2010). El ingreso de HCO5  y Ca?*
activa la ACs. Esta enzima por medio de ATP, produce AMPc, el que a su vez activa a la PKA,
dependiente de AMPc. (Krapf et al., 2010; Darszon et al., 2006; De Jonge y Barratt, 2006). Este
AMPc puede activar el intercambiador Na'/H" (SNHE) y junto con la activacion del canal de
protones (Hy) (por el retiro de Zn**) aumenta el pHi;, otro pardmetro celular que activa los canales
CatSper y los canales SLO3. Durante la capacitacion el pH; se alcaliniza (de 6.7 a 6.85 en humano:
Neri-Vidaurri et al., 2006) (Figura 5).

Todos estos cambios durante la capacitacion son responsables de dotar a los
espermatozoides con la capacidad de reaccionar con el ovocito, proceso conocido como RA y que
se dé posteriormente la fecundacion (Darszon et al., 2011; Blackmore, 1993; Mendoza, y Tesarik,
1993; Baldi, et al., 1991).
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» Reaccion acrosomal.

La RA es un fendmeno de exocitosis particular, en el que se da la fusién de la membrana acrosomal
externa y la membrana plasmatica en multiples puntos de la region anterior de la cabeza del
espermatozoide y se caracteriza por la liberacion de vesiculas de estas membranas junto con el
contenido acrosomal. A consecuencia de la RA, ocurre un cambio funcional de la membrana
plasmética en la parte ecuatorial de la cabeza, lo que permite su fusion a la membrana plasmatica
del 6vulo, todo esto como un paso inicial de la fecundacion propiamente dicha (Baldi et al., 1996).
Este fenémeno es disparado por un influjo de Ca®* que incrementa la [Ca®']; (Breitbart, 2002;
Wassarman et al., 2001).

Entre los ligandos que inducen la RA destacan, por aproximarse mas a las condiciones
fisiolégicas y por ende son los més estudiados hasta el momento, son la progesterona, hormona
secretada por las células de la granulosa (células del cumulus) que acompafian al ovocito, y la ZP3,
que es una glicoproteina que forma parte estructural de la ZP del ovocito (Gonzalez-Martinez,
2002; Wassarman et al.,, 2001; Baldi et al., 2000). Otro inductor fisiolégico, son las
prostaglandinas, prostanoides derivados de los &cidos grasos y componentes activos del liquido
folicular (Espey et al., 1994; Harper, 1994). Estos tres agonistas aumentan la [Ca®*]; pero las vias

de sefalizacién aun se estan estudiando.

Con base en lo anterior, la movilidad, la capacitacion y la RA estan mediados por
mecanismos de sefializacion de Ca®*; en los que, los canales i6nicos juegan un papel fundamental

en la fisiologia de la célula espermatica.

Los cambios en las [Ca®*]i se dan a diferente tiempo y en espacios celulares especificos,
dependiendo del tipo de estimulo logrando una regulacién espacio-temporal fina de las [Ca?'];, lo
que es muy importante ya que las respuestas del espermatozoide deben ser especificas, apropiadas y

a su debido tiempo para que la fecundacion ocurra (Suarez, 2008; Publicover et al., 2007).

Sin embargo, las identidades moleculares y bioquimicas que provocan y regulan el aumento
en el Ca®" intracelular en la movilidad, capacitaciéon y RA no se han esclarecido del todo y en
algunos casos sigue siendo controversial, por ejemplo, en la movilidad se ha reportado que la
[Ca®*]; estd relacionada con el grado de asimetria flagelar (Brokaw, 1979). Sin embargo,
recientemente se reporté que la [Ca®*]i no necesariamente esta relacionado con el grado de asimetria
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flagelar (Abou-haila y Tulsiani, 2009; Shiba et al., 2008; Wood et al., 2007; Darszon et al., 2006),
lo que refleja que la relacién entre la [Ca®*]; y la asimetria flagelar sigue siendo controversial y abre

la pauta a explorar dicha relacion.
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II. ANTECEDENTES

Cuando los espermatozoides son depositados en el TGF interactGan con diferentes compuestos
mediadores de su funcionalidad. Algunos de estos compuestos provienen de las glandulas
accesorias anexas (vesicula seminal, prostata y glandula bulbouretral) y otros son secretados por las
celulas del TGF (principalmente el oviducto) (Lefievre et al., 2009; Gadella, 2008; Suarez y Pacey,
2006).

Por parte de las glandulas accesorias, en los mamiferos, el plasma seminal es considerado la
principal fuente de compuestos mediadores de la funcionalidad espermética. El fluido de la vesicula
seminal es el principal componente del plasma seminal y contiene principalmente: prostaglandina
(PG), espermina, fructosa, acido citrico y altas concentraciones de zinc (mM en caso de humano),
proteinas y enzimas especificas como inmunoglobulinas, proteasas, esterasas y fosfatasas (Espey y
Lipner, 1994; Harper, 1994), mientras que la secrecion oviductual se va a caracterizar por la
presencia de glicoproteinas, iones de bicarbonato, oviductina; asi como por prostaglandinas (PG), y
progesterona (Suarez y Pacey, 2006).

Al momento se tiene un conocimiento limitado de las funciones fisioldgicas de las
secreciones tanto en el TGM como en el TGF. Al mezclarse los espermatozoides con las
secreciones de las glandulas anexas y con el fluido oviductual se ha observado que se termina la
maduracion espermatica y facilita la fusion de los gametos, la fertilizacion asi como el desarrollo
del embrién (Sullivan et al., 2007; Breitbart, 2002).

Existen algunos estudios relacionados con los cambios en el funcionamiento del
espermatozoide después de la incubacion con algunos de estos mediadores; con lo que se ha
caracterizado de modo parcial, funciones como la motilidad, la capacitacion y la RA (Suarez y
Pacey, 2006; Robertson, 2005; Kopf, 2002; Wassarman, 1999).
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2.1.- El calcio en el espermatozoide humano.

El Ca®* es un segundo mensajero ampliamente utilizado en la sefializacion celular. Esta involucrado
en una diversidad de procesos desde la secrecion, la contraccion muscular, transcripcion de genes,
motilidad, actividad enzimatica y transporte, en el estado de fosforilacion de proteinas, incluso en
varias formas de muerte celular. Como ya se ha ido abordando, es esencial en la fisiologia del
espermatozoide (Clapham, 2007; Darszon et al., 2006; Berridge et al., 2003).

El Ca?* regula la RA, la movilidad inicial, asi como el modo de batido flagelar (incluyendo
la hiperactivacion) y la capacitacion. Esta participacién implica que un espermatozoide debe
asegurarse de que cada uno de estos procesos activados por Ca®* se inicie en el momento oportuno.
Ya que los espermatozoides no pueden sintetizar proteinas; los mecanismos post-traduccionales son
los encargados de controlar las actividades celulares, por lo que el Ca?* es un regulador fundamental
para tales eventos (Publicover et al., 2007), al grado de que una discapacidad en la sefializacion de
Ca®* da como resultado hombres subfertiles (Espino et al., 2009; Baldi et al., 1991).

El espermatozoide puede responder a las sefiales ambientales gracias a la presencia de
canales i6nicos en la membrana plasmatica (Figura 6) (Navarro et al., 2008; Darszon et al., 2006;

Jimenez-Gonzélez et al., 2006).

Figura 6. Esquema simplificado que muestra la

I:;: variedad de canales ionicos en el espermatozoide
B Conales VG Ca? d_e hur_nano. Receptores al 1P3 (IP_SR). Receptores a
O Ganales CNG rlano_dlna (RyRs). anales de calcio dependientes de
" W CaiSper voltaje (VG ~ Ca™). Canales regulados por
Canal regulado por ligando nuclegt_ldos ciclicos (CNG_). Canales catiénicos
soC especificos del espern_1atozmde (CatSper). Canales
® PMCA4 oper_ados por pozas internas (SQQ). ATPase de
® PMCA/NCX calcio de_ la membrana_ plasmética (PMCAA4).
© SPCAl Intefcamblador sodio-calcio (NCX). ATPasa de
@ SERCA/ATPasa Ca2* calcio ruta secretora (SPCAL). (Imagen tomada de

Navarro et al., 2008).
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El influjo de Ca** se logra a través de los canales de la membrana plasmética al citoplasma (donde
la concentracion es mantenida muy baja ~100 nM) desde el espacio extracelular y/o de los
organelos intracelulares donde la concentracién de Ca** es mucho mayor (~2 mM) gracias a este
gradiente electroguimico, que el espermatozoide utiliza como fuerza motriz (Darszon et al., 2005).
La regulacién de las concentraciones de Ca®* se da por su expulsién a través de ATPasas de Ca?*
que se encuentran en la membrana plasmética (PMCASs) y por intercambiadores de Na*/Ca®*
(Figura 6) (Publicover et al., 2007).

Como puede observarse en la figura 6 el espermatozoide esta provisto de una gran bateria de
canales de Ca**. En el flagelo se han reportado subunidades 1.2, 2.1 y 2.3 de canales dependientes
de voltaje de alto umbral (Ca, 1y 2) (reportados en ratones); 3 subunidades de canales dependientes
de voltaje de bajo umbral o tipo T (Ca,3) (en ratones y humanos); canales TRPC (en ratones y
humanos); canales de Ca®** dependientes de nucledtidos ciclicos (CNG) y canales catidnicos
especificos del espermatozoide (CatSper) (Darszon et al., 2006; Turner, 2006). De estos canales, el
CatSper es el que al parecer juega un papel central en el desarrollo de la hiperactivacion, por lo que

a continuacion abordaré un poco mas sobre estos canales.

2.1.1.- Canal cationico especifico del espermatozoide (CatSper).

El CatSper, es un canal catidnico especifico de los espermatozoides. Como su nombre lo indica se
expresan exclusivamente en los espermatozoides, particularmente en la pieza principal del flagelo.
El CatSper forma un canal selectivo a Ca®* débilmente sensibles al voltaje, que es activado por pH;

elevado y es esencial para la hiperactivacion espermatica (Navarro et al., 2008).

Hasta la fecha se ha propuesto que el canal estd compuesto por cuatro subunidades alfa
separadas CatSperl-4, que forman el poro del canal; asi como 3 subunidades auxiliares CatSperp,
CatSpery y CatSperd (Figura 7) (Chung et al., 2011; Wang et al., 2009; Navarro et al., 2008; Liu et
al., 2007).

La topologia prevista de los 4 miembros de la familia CatSper consta de 6 segmentos
transmembranales (6TM, S1-S6), en donde se encuentra la secuencia consenso de selectividad a
calcio (TxDxW), con los N y C terminales del lado del citoplasma. El cuarto segmento
transmembranal (S4) tiene varios residuos cargados positivamente (R/K), aunque en las
subunidades CatSper 3 y 4 solo presentan dos (Lobley et al., 2003), las cuales explican la ligera

dependencia a voltaje. La subunidad CatSper 1 se caracteriza ademas por presentar en su amino
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terminal una region rica en histidinas, de la que se especula funciona como un sensor de pH
(Navarro et al., 2008).

A) Canal CatSper 'r\ ,\ ' —NH, 5
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Figura 7. Estructura de los canales cationicos espermaticos (CatSper). A) Prediccion topoldgica de las 4
subunidades que se ensamblan en B) para formar el canal (Darszon et al., 2011; Kirichok y Lishko, 2011).

Las subunidades auxiliares CatSperp, CatSpery fueron identificadas como proteinas
asociadas a CatSperl (Chung et al., 2011, Liu et al., 2007, Wang et al., 2009). CatSper3 contiene
dos segmentos transmembranales con dos dominios citoplasmaticos cortos y una asa extracelular
grande. Mientras que CatSpery y CatSperd tienen solo un segmento transmembranal con un gran
dominio extracelular y uno citoplasmatico corto. Se les atribuyo la caracteristica de proteinas
auxiliares en base a que estan ausentes en espermatozoides maduros de ratones nulos para CatSper
1 (Chung et al., 2011; Wang et al., 2009; Lobley et al., 2003). Las funciones exactas de CatSperp,
CatSper y, y CatSperd atn no se han establecido. Sin embargo, Chung y cols (2011) demostraron

que CatSperd es esencial para que el canal CatSper sea funcional.
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La reciente innovacion de hacer “whole cell patch-clamp” en espermatozoides a través de la gota
citoplasmatica, permitio finalmente la caracterizacion de la corriente de CatSper (Icatsper)- La lcatsper
es una corriente rectificante débil, sensible al pH, selectiva a Ca®* y especificamente localizada en

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

La Icasper €S débilmente dependiente de voltaje. Las curvas de g-V de CatSper se desplazan
significativamente hacia potenciales hiperpolarizados por pH; alcalino, consistente con el aumento
de la corriente de CatSper después de condiciones capacitantes que alcalinizan en el medio
intracelular (pH 6.8; rango de 7-8) (Qi et al., 2007; Kirichok et al., 2006). La lcasper de
espermatozoides silvestres se elimina en aquellos ratones mutados para CatSperl-4 (Jin et al., 2007;
Qi et al., 2007; Kirichok et al., 2006). En cambio en la corriente de CatSper no se altera en ratones
mutados para el intercambiador Na*/H" cuando se controla el pH; (Qi et al., 2007).

La importancia de este canal se hace evidente cuando la ausencia o interrupcion de
CatSperl, CatSper2, CatSper3 o de CatSper4 causa infertilidad masculina. Esta infertilidad esta
asociada a la incapacidad de los espermatozoides de hiperactivarse, sin afectar a la movilidad
activada o la capacitacion. Por lo anterior, espermatozoides sin CatSper no pueden fecundar a los
6vulos intactos, pero si cuando la ZP est4 eliminada (Ren et al., 2001). Estos datos permiten
concluir que la movilidad hiperactivada, es esencial para que el espermatozoide pueda penetrar a

través de la ZP del ovocito.

Los espermatozoides mutantes para CatSper no solo no se pueden hiperactivase, si no
también presentan una disminucion gradual de la movilidad (Jin et al., 2007; Qi et al., 2007) y
niveles méas bajos de ATP en comparacion con las células espermaticas silvestres (Xia et al., 2007),
lo que sugiere que el influjo de Ca®* a través de los canales CatSper podrian regular otras vias de

sefializacion, como la glicolisis (Miki et al., 2004).

Con base a lo antes sefialado, la sefializacion de Ca®* en el espermatozoide debe ser
especifica, de ahi, que no es de extrafiarse la localizacion selectiva de los distintos tipos de canales
en la membrana plasmatica permitiendo la entrada de Ca®* de una manera controlada, ya sea por

agonistas o por voltaje (Darszon et al., 2006; Darszon et al., 2005; Jimenez-Gonzalez et al., 2006).

En espermatozoides humanos, se ha reportado la entrada de Ca* estimulada por inductores
como progesterona (Bedu-Addo et al., 2008; Bedu-Addo et al., 2007; Harper y Publicover, 2005;
Kirkman-Brown et al., 2000; Blackmore, 1993; Thomas y Meizel, 1989), oxido nitrico (Machado-

21



Olivera et al., 2008; Bedu-Addo et al., 2008) y prostaglandinas tipo E (PGE) (Schaefer et al., 1998;
Shimizu et al., 1998). En este proyecto estudiamos el papel que tiene la PGE; en la fisiologia del

espermatozoide humano.

Pero antes de abordar dicho tema y dada la participacion de la progesterona en la
funcionalidad del espermatozoide se dard un breve panorama del efecto que tiene este esteroide en
los procesos de movilidad y la RA, ya que es uno de los més estudiados dentro de los diferentes

agonistas fisioldgicos para los espermatozoides humanos.

2.2.-Efecto de la progesterona en el espermatozoide humano.

La progesterona (Figura 8A) es una hormona esteroide, conocida principalmente por su
participacion, junto con otras hormonas, en la regulacion del ciclo menstrual femenino (en el caso
de los seres humanos). Ademas de esta funcion, la progesterona induce diversas respuestas en la
fisiologia del espermatozoide humano, entre las que destacan: la induccion de la RA en
espermatozoides capacitados (Meizel et al., 1997), la induccién de quimiotaxis (Teves et al., 2006)
y la estimulacion de la movilidad hiperactivada (Uhler et al., 1992). Los eventos mencionados que
induce la progesterona se debe a un aumento rapido de la [Ca?']; mediante la activacién de
receptores no gendmicos (Blackmore, 1993). Ademas la respuesta de los espermatozoides a la
progesterona de pacientes oligozoospermicos o infértiles se ha reportado que es reducida, poniendo
aun mas en relevancia la importancia y participacion del efecto de la progesterona en los
espermatozoides (Oehninger et al., 1994; Falsetti et al., 1993; Tesarik et al., 1993).

Pese a que el efecto de la progesterona es una de las respuestas mas estudiadas, el receptor
responsable del incremento de Ca?* sigue siendo un tema sin esclarecerse. Tanto receptores
citoplasmicos (clasicos) como receptores de membrana plasmatica para progesterona se han

reportado en los espermatozoides humanos (Losel et al., 2005).

Sin embargo, todo parece indicar que el receptor involucrado en el efecto que induce la
progesterona es a través de un receptor acoplado a proteinas G (GPCR), esto con base en que Zhu y
colaboradores (2003); quienes reportaron la presencia de un receptor GPCR para progestina en
ovocitos de peces; asi como su homologo (mPRa) en testiculos humanos y mediante

inmunocitoquimica, el mismo grupo, determino la localizaciéon de la proteina mPR en la pieza
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media del espermatozoide, convirtiéndolo como un buen candidato como receptor de progesterona
(Thomas et al., 2008; Zhu et al., 2003a; Zhu et al., 2003Db).

Lo que es interesante de este estimulo dado por la progesterona es el hecho de que su efecto

en el espermatozoide es distinto dependiendo de su concentracion (Bedu-Addo et al., 2007).

Roldan y colaboradores (1994) demostraron que la progesterona actiia como inductor a nivel
del receptor acido gamma-aminobutirico (GABA), esta interaccion promueve una salida de CI
preparando al espermatozoide para su interaccion con la ZP. Por otra parte, Harper y Publicover
(2005) demostraron que cuando el espermatozoide se expone a un gradiente de progesterona,
situacion similar a lo que ocurre fisiolégicamente; se produce un ligero aumento en la [Ca®'];, de
modo que ~30% de las células presentan oscilaciones en la concentracién de Ca®* intracelular.
Dicho porcentaje de células que manifiestan este patron no sufren la RA, pero en cambio muestran
un patrén de actividad flagelar asociado con aumentos y descensos de la concentracién de calcio.
Con base en estos resultados, los autores proponen que la RA 'y el batido del flagelo estan regulados
por almacenes de Ca?* diferentes, con mecanismos independientes que responden frente a distintos
agonistas, siendo la progesterona in vivo responsable de la activacién de las oscilaciones de Ca®*
que regulan el batido flagelar y no de la RA.

El efecto de la progesterona en espermatozoides es mediado principalmente por tres rutas de
sefializacion: un incremento rapido de la [Ca?*]; y la fosforilacién de proteinas tirosina, salida de CI
y estimulacion de la fosfolipasa C(PLC) (Torres-Flores et al., 2008; Baldi et al., 1996).

Si la progesterona actla via receptor acoplado a proteinas G, debe de algiin modo de activar
indirectamente un canal de Ca®* en la membrana plasmética del espermatozoide, aunque adn sigue
siendo imprecisa esta informacion ya que, Kilic y colaboradores (2009) utilizando fluorometria de
flujo reportan que no hay ninglin retraso en el incremento de Ca?* inducido con progesterona, lo
que sugiere que actlia directamente en un canal de Ca®*, por lo que sigue siendo controversial cuél
es la via o vias que activa la progesterona. Otro hallazgo interesante es el encontrado por Servin-
Vences y colaboradores (2011), mediante imagenes de Ca®* y utilizando progesterona enjaulada’,

fue que el incremento de Ca”" se da, casi simultaneo en la cabeza asi como en el flagelo de

*Progesterona modificada quimicamente con un grupo fotosensible, que al ser irradiada con luz UV, se remueve
el grupo fotosensible, convirtiéndose asi en progesterona biolégicamente activa (Ellis-Davies, 2007; Mayer y 23
Heckel, 2006).



espermatozoides humanos y no en onda de la base del flagelo a la cabeza, como se habia reportado

en espermatozoides de ratdn, sugiriendo diferencias en las vias de sefializacion.

Sigue habiendo inconsistencias en el origen de la respuesta dada por la progesterona, y hasta la
fecha no se han reportado compuestos que inhiban el incremento de Ca®** inducido con la
progesterona. Sin embargo, la informacion que hasta ahora se tiene, parece indicar que la
progesterona activa més de una via de entrada de Ca** en el espermatozoide (Guzman-Grenfell y
Gonzélez-Martinez, 2004; Kirkman-Brown et al., 2003; Aitken et al., 1996).

2.3.-Efecto de las prostaglandinas en el espermatozoide humano.

Las prostaglandinas (PGs) son un conjunto de sustancias de caracter lipidico derivadas de los acidos
grasos de 20 carbonos (ecosanoides) que contienen un anillo ciclopentano y constituyen una familia
de mediadores celulares. Junto con los tromboxanos, forman la familia de los prostanoides; ambos
son derivados de los acidos grasos de las membranas celulares. Las PGs se derivan del acido
araquidonico, el cudl es catalizado por las enzimas ciclooxigenasas (COX) (Buecher et al., 2001).
Ya gue son moléculas de sefializacion de vida media corta, actian como mensajeros autocrinos y

paracrinos.

La primera molécula de esta familia fue aislada del fluido seminal y el nombre le fue
asignado debido a que se creia que provenia de la prostata. Posteriormente, se identifico que el
organo encargado de secretar las PGs al fluido seminal es la vesicula seminal; mientras que la
préstata y los testiculos sintetizan solo pequefias cantidades. Sin embargo, se encuentran en las
células de todo el cuerpo. Hay seis tipos, A, B, C, D, E y F, el grado de saturacion de la cadena

lateral es designado por los subindices 1, 2 'y 3.

A pesar de su identificacion en el fluido seminal, su papel fisioldgico en la fecundacion
todavia no es muy claro. La presencia de PGs en el semen humano facilitaria la fecundacion; ya que
se han descrito acciones como dilatacion del cuello uterino, aumento de la movilidad del cuerpo
uterino y de las trompas de Falopio, con lo que se facilitaria el ascenso espermatico (Kelly, 1981).
Sin embargo; el papel de las PGs en el semen es todavia objeto de conjeturas, pese a que se ha
reportado que hombres con bajas concentraciones de PGs en el liquido seminal son infértiles. El
semen de hombres fértiles contiene cerca de 400 ng/ml de PGE y PGF, existiendo 20 veces mas
PGE que PGF (Wathes et al., 2007).
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Las PGs (principalmente del tipo PGE,) (Figura 8B), son componentes activos del liquido folicular.
Al igual que la progesterona se ha reportado que inducen la reaccion acrosomal de hamster y de
humanos, mediante el influjo de Ca** extracelular hacia el citoplasma de los espermatozoides, y
ademas la respuesta de ambos inductores es aditiva; cabe sefialar que aunque también este presente
PGF, este tipo de PGs no induce un incremento del Ca®* intracelular en el espermatozoide humano
(Figura 9A y E) (Schaefer et al., 1998; Shimizu et al., 1998).

Prostoglondna |

Figura 8. Estructura quimica de la progesteronay de la PGE;

Este influjo se debe principalmente a la entrada de Ca** extracelular, ya que la remocién del

Ca’* extracelular impide este incremento (Figura 9) (Shimizu et al., 1998).

La accion de las PGs en las células es a través de receptores acoplados a proteinas G. Se han
identificado varios tipos de receptores para PGs (Narumiya et al., 1999). Experimentos con
farmacos especificos como: la toxina pertussis no inhiben el influjo de Ca?* inducido con PGE;, por
lo que su via de accion en el espermatozoide es dada por una via insensible a la toxina pertussis
sugiriendo que la familia de proteinas Gqi11 probablemente estén mediando esta sefializacion de
Ca”* a través de la cascada de sefializacion de la fosfolipasa C (PLC), pero ain no se sabe la

identidad molecular del canal que permite la entrada de Ca®* (Figura 9) (Schaefer et al., 1998).
Es posible inhibir el incremento en la [Ca®*]i y la RA inducido por PGE; con La**, Gd** y

Zn®* en un rango micromolar (UM). Se sabe que el fluido seminal humano contiene una alta

concentracién de Zn** (mM), la cual podria interferir con el efecto de PGE; del mismo fluido.
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Figura 9. Efecto de la Prostaglandina E; y la progesterona en el incremento en la [Ca*"]; y en la RA. A) Efecto de
la administracién de prostaglandina Fy,, (PGFy,,) en la [Ca®*];. Como se puede notar la aplicacion de 60 pg/ml no tuvo
ningdn efecto en la [Ca®*]; mientras que 60 pg/ml de PGE; 0 1% del fluido folicular si aumentaron la [Ca®*];. B) Efecto
de la administracién de 60 pg/ml de PGE; en la [Ca?*]; con una adicion posterior de 1 pg/ml de progesterona, ambos
incrementaron la [Ca®]. C) La adicion de 3 mM de EGTA suprime el efecto de 60 pg/ml de PGE,. D) La
administracion de 60 pug/ml de PGE, + P4 duplican el efecto en la [Ca®*]; (tienen una respuesta aditiva). E) Induccién de
la RA por diferentes agonistas en espermatozoides humanos capacitados. Concentracion aplicada en todos los casos 1
MM. 200 espermatozoides fueron evaluados en un Unico ensayo. Los datos representan la media + ES (n= 16-32) de 4
experimentos independientes. (A-D reportados por Shimizu et al., 1998 y E por Schaefer et al., 1998).
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El ensayo de la union de PGE; marcado por radioisotopo reportado por Schaefer y cols.
(1998), muestra que los espermatozoides humanos tienen receptores especificos a PGE;. Este dato
es interesante, ya que la selectividad de los receptores para PGs de tipo E que se conocian hasta el
momento presentaban una mayor selectividad al tipo E, con respecto a E; (PGE, >PGE;). Esta
diferencia, permite presuponer que el espermatozoide de humano probablemente tiene un receptor
aun no identificado, con una selectividad inversa al resto de las células (PGE1>PGE;) (ECsp: 10 nM
y 300 nM, respectivamente) (Figura 9E) (Sugimoto y Narymiya, 2007; Breyer, 2001; Schaffer et
al., 1998).

Durante el proceso de fecundacion se han reportado varias fuentes de PGs que podrian
estimular al espermatozoide, entre ellas las células del cumulus, el oviducto y el mismo
espermatozoide (Kodithuwakku et al., 2007; Espey y Lipner, 1994; Harper, 1994). No obstante,
hasta ahora no existe ningin reporte sobre los efectos de las PGs en la movilidad del
espermatozoide. Considerando que la PGE; incrementa la [Ca?*]; del espermatozoide, esta molécula
probablemente tenga un papel relevante en la movilidad espermaética durante su trayectoria rumbo

al ovocito y por ende en la funcién esencial del espermatozoide que es la fecundacién.
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I11. JUSTIFICACION

La modulacién de la concentracion de Ca®* intracelular es fundamental para entender los
mecanismos involucrados en aspectos especificos de la fisiologia del espermatozoide, tales como: la
movilidad hiperactivada, la capacitacion y la RA. CatSper es un canal especifico de los
espermatozoides, y su funcion se ha asociado principalmente con el desarrollo de la hiperactivacion,
ya que espermatozoides de raton “knock out” para CatSper son infértiles, esta infertilidad esta
asociada a la incapacidad a hiperactivarse (Qi et al., 2007). En seres humanos se ha detectado la
supresion del gen CatSper en varios hombres infértiles (Hildebran et al., 2010; Hildebran et al.,
2009) y se sabe que la hiperactivacion esta asociada con la fertilidad en los seres humanos. Asi
mismo, la progesterona es uno de los inductores fisiolégicos mas estudiado hasta la fecha, y se ha
reportado la correlacién de la respuesta de Ca** inducida con progesterona y la capacidad para
fecundar (Krausz et al., 1996).

Por otra parte, la participacion de las PGE; en el incremento del Ca®* intracelular en
espermatozoides humanos se ha estudiado menos y el efecto que tiene este agonista es muy similar
al de la progesterona. Ademas, la distribucion de PGE; a lo largo de todo el TGF sugiere una
influencia fisiologica sobre el espermatozoide. Con base a lo anterior, en el presente trabajo se
estudio el incremento de Ca® intracelular inducido por PGE;, asi como de progesterona en el
espermatozoide humano, lo cual permitié conocer de una forma mas clara, el efecto o el papel que

tienen estos agonistas sobre la fisiologia del espermatozoide humano.
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IV. HIPOTESIS

Hipotesis general:
Prostaglandina E; y progesterona son inductores de incrementos de Ca?* intracelular en

espermatozoides humanos, dado que en estas células el CatSper contribuye en los incrementos de

Ca®", entonces estos canales pudieran ser sujetos a la modulacién directa por estos agonistas.

Hipotesis particulares:

e El incremento en la [Ca®']; inducido por prostaglandina E; se vera estimulado por el

incremento del pH;.

e EIl mibefradil, un bloqueador del CatSper, inhibira el incremento de la [Ca®*]; inducido por
prostaglandina E; y progesterona.

e La adicion de PGE;, progesterona y el mibefradil no tendran ningun efecto sobre el pHi en
los espermatozoides de humano.

e Si CatSper es estimulado con PGE; y progesterona, entonces al quelar el Ca** externo se
incrementara la permeabilidad a Na* y aumentara su concentracion en el citoplasma de los

espermatozoides humanos.

e EIl mibefradil inhibira el incremento de la [Na']; en los espermatozoides de humano al ser

estimulados con PGE; y progesterona.
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V. OBJETIVO

General:

Evaluar la participacién de CatSper en el incremento de la [Ca®']; inducido por PGE; y

progesterona en espermatozoides humanos.

Particulares:

> Determinar el efecto de PGE; en el incremento de la [Ca®']; en espermatozoides de humano,

mediante la realizacion de una curva dosis-respuesta de prostaglandina E;.

> Evaluar el efecto de mibefradil sobre el incremento de la [Ca*]; al ser estimulado con PGE;

y progesterona, mediante la realizacion de una curva dosis-respuesta de mibefradil.

> Evaluar el incremento de la [Ca®]; inducido por PGE; y progesterona en medio MEH

ajustado a diferente pHs; asi como, el efecto de mibefradil sobre este incremento.

> Evaluar el efecto de la adiciébn de PGE;, progesterona y mibefradil sobre el pH; en

espermatozoides de humano.

> Evaluar el efecto de PGE;, progesterona y mibefradil en la [Na']; al quelar el Ca®* externo en

espermatozoides de humano.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1.- Material y medios

El fura-2, AM, SBFI-AM y BCECF-AM se obtuvieron de Molecular Probes. Prostaglandina E; y
progesterona se obtuvo de Sigma. Los otros reactivos se obtuvieron de Sigma o Merck. EI medio
para espermatozoides humanos (MEH) se preparo con la siguiente composicion (mM): NaCl, 120;
KCI, 4; NaHCOg, 15; CaCl,, 2; MgCl,, 1; piruvato de sodio, 1; L-lactato de sodio, 10; D-glucosa, 5;
HEPES-N bis, 25; pH 7.6.

6.2.- Purificacion de los espermatozoides

El semen humano se obtuvo de 11 donantes entre los 22 y los 30 afios con tres dias de abstinencia
sexual como tiempo minimo y seis dias como maximo. Los donadores conocieron y firmaron una
carta de consentimiento informado sobre el uso experimental de su muestra y donde se nos notificd

que no seguian ningln tratamiento con algun tipo de farmaco.

Las muestras fueron seleccionadas segun las indicaciones de la Organizacién Mundial de la
Salud, es decir, con pardmetros normales, de acuerdo con el siguiente criterio: densidad celular > 20
x 10° espermatozoides/ml; movilidad > 50% y con una morfologia >14% de espermatozoides
normales (WHO, 2010) (Anexo A). Una vez colectada la muestra, se incubé 30 minutos a 37 °C

para su licuefaccion.

Con la finalidad de trabajar solo con los espermatozoides vivos, se realizo la separacion de
éstos del plasma seminal por centrifugacion en un gradiente discontinuo de percoll isoténico a 75 %
y 50 % (ambos gradientes amortiguados a pH 7.4 con HEPES 10 mM y NaCl 150 mM) por 20

minutos a 3500 rpm en tubos conicos de 15 ml (Linares-Hernandez et al., 1988).

Después de centrifugar la pastilla obtenida (espermatozoides) en la parte cénica fue
separada y lavada tambien por centrifugacion 5 minutos a 3500 rpm. Los espermatozoides se
lavaron con MEH.

6.3.-Carga con Fura-2, AM para la determinacién de calcio intracelular en el

espermatozoide de humano.

Los espermatozoides purificados (0.6-1.5 X 10® células) se cargaron con 2 puM del derivado

acetoximetil éster de Fura-2 (Fura-2, AM) por 40 minutos a 37 °C. Este derivado es permeable a las
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celulas y en este tiempo de incubacion se incorpora al citoplasma, ahi las esterasas separan al
acetoximetilo, haciendo al colorante sensible al Ca**. Una vez pasado el tiempo, se lavaron las
células por centrifugacion 5 min a 3500 rpm con 5 ml de medio MEH. Los espermatozoides se
subdividieron e incubaron en 5 ml de medio MEH a 37°C por 10 min para la medicién de Ca®*

intracelular.

6.4. Medicion de la [Ca*]..

La [Ca®*]i se midi6 con el colorante fluorescente Fura-2, AM. Los espermatozoides cargados con
Fura-2, AM (1 X 10’ espermatozoides) se centrifugaron a 3500 rpm por 3 min. La pastilla (100 pl)
se afiadio inmediatamente a la celda que contenia 2.5 ml de MEH, previamente calentada a 37 °C y
bajo agitacidn magnética constante. La fluorescencia se cuantificé con un espectrofluorémetro PTI
(Photon Technology International). El fluorometro tiene un fotomultiplicador colocado a 90° con
respecto a la fuente de la lampara de Xendn (Figura 10). El fotomultiplicador detecta la sefial de
Fura-2, AM con un filtro de 488 nm (Andover), la excitacion fue a 340/380 nm con el
monocromador de excitacion del sistema PTI. Los datos se adquirieron y digitalizaron a 0.83 Hz

con la interfase PTI.
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Figura 10. Representacion esquematica del sistema optico para la medicién de la [Ca®];. Se ilustra la posicion del
monocromador con respecto a la celda. El sistema de agitacion se adapté en la parte inferior de la celda, la cual cuenta
con un termo-estabilizador incluido en el equipo (espectrofluérometro PTI).
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6.4.1.- Calibracion de la [Ca®"]..

Los registros de Ca®* se calibraron como se muestra en la figura 11, afiadiendo 5 uM de ionomicina,
que permeabiliza la célula a Ca®* y satura el fura, con lo que se obtuvo la relacién 340/380 nm
méxima (Rmax); posteriormente se quelé el Ca®* con 6 mM EGTA + 0.12 % Tritén X-100 para
obtener la relacién 340/380nm sin Ca?* (Rmin). Los valores de R a lo largo del registro, se
convirtieron a valores de Ca”* intracelular con la ecuacion descrita por Grynckievicz (Grynckievicz
et al., 1985):

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

en donde B = (Ff380/Fb380), esto es, la relacion de fluorescencias detectadas excitando a 380 nm en
medio sin Ca®* (EGTA-tritén) y con Ca** (ionomicina), respectivamente (Figura 11). La Kd que es
la constante de disociacion, para el fura-2, AM es de 260 nM (Neri-Vidaurri et al., 2006).

Finalmente los datos se expresaron como A [Ca®'T;.
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Figura 11. Registro de calibracién para la [Ca®"];. Después de terminar cada uno de los experimentos, en esté se
comienza uno nuevo. Después de 60 segundo se agrega ionomicina (5M) posteriormente a los 120 segundo se agrega
simultdneamente EGTA (6 mM) mas triton X-100 (0.12 %), se sustituye los valores en la ecuacion de Grynckievicz,
para obtener la [Ca®'];.
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6.5. Carga con BCECF-AM y determinacién de pH;.

Después de la separacion de los espermatozoides del liquido seminal, se dividid la muestra en 5
alicuotas y se llevaron a 1 ml con MEH a diferentes pHs: 7.2, 7.4, 7.6, 7.8 y 8.0. Cada una de las
alicuotas se cargaron con 1 M por 30 min de la sonda fluorescente carboxietil-carboxifluoresceina
acetoxi-metilado (BCECF-AM), 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 (A de emision del fluoréforo sensible a pH)

y a 440 nm (A de emision del fluoréforo independiente al pH).

Para calibrar la sefial, se permeabilizaron las células con 0.12 % Triton X-100. Esta
permeabilizacién aumentd el valor de R (fluorescencia a 550 nm y su excitacion a 500 nm dividida
entre 440 nm: 500/440) a un valor correspondiente al pH del medio MEH, de acuerdo a la condicion

experimental a la que se estuviera trabajando (pH 7.2, 7.4, 7.6, 7.8 y 8.0) (Figura 12 a y b).

Posteriormente se acidifico a tres valores diferentes mediante adiciones de HCI (10 pL) al
0.3% (Figuras 12a y b) y se compararon los valores de R con los pH medidos con un electrodo de
pH en cada administracién (Figura 12c), consistentemente los valores de R en funcion 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 12d) (Neri-Vidaurri, 2007; Fraire-Zamora y
Gonzalez-Martinez, 2004).
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Figura 12. Calibracion de la sefial de pH;. a-b. Se permeabilizaron las células con 0.12 % Triton X-100. Esta
permeabilizacion aumentd el valor de R (fluorescencia a 550 nm y su excitacion a 500 nm dividida entre 440 nm:
500/440) a un valor correspondiente al pH del medio MEH, (el ejemplo en la figura es a 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 de pH en cada administracion, consistentemente los valores de R en funcion 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; (Modificada de Neri-Vidaurri, 2007; Fraire-Zamora y Gonzélez-Martinez, 2004).

6.6.- Cargado del detector de sodio SBFI-AM.

Los espermatozoides purificados (0.6-1.5 X 10° células) se cargaron con 20 pM del derivado
acetoximetil éster de SBFI (SBFI-AM) por 90 min a 37 °C en presencia del detergente &cido
plurénico (0.06 %). El principio de cargado es el mismo que el del fura 2-AM. La union al Na*
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 13). La

relacion de estas fluorescencias se utilizo para la calibracion de la sefial (Torres-Flores et al., 2008).
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6.6.1.- 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 utiliz6 una Kd = 9.45 + 0.70 mM como se describe en Torres-Flores y colaboradores (2008).

A 340 nm

W

|

5uM Gramicidina

Flouresencia
(488 nm)

380 nm

1.0 -

0.5 ] 50S 60 mM Na*

Coeficiente 340/380

60 mM Na*

Figura 13. Calibracion de la sefial de Na*. Después de terminar cada uno de los experimentos se calibra como se
indica. Se incuban los espermatozoides en medio sin Na* por 20 min. En el registro después de 60 segundos (s) se
agrega gramicidina (5 pM) posteriormente a los 120 y 180 s se agrega 60 mM de NaCl, finalmente los valores
obtenidos se sustituyen en la ecuacion de Grynkiewicz para obtener la [Na'];.

6.7. Ensayos experimentales.

6.7.1.- Curva dosis-respuesta de prostaglandinas tipo E;.

Los espermatozoides cargados con Fura-2, AM (1 X 10" espermatozoides) se subdividieron en 7

alicuotas e incubaron en 6 ml de medio MEH (pH 7.6) a 37 °C por 10 min para que se
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homogenizaran. Una vez homogenizada las alicuotas, se fueron sacando una por una y se
centrifugaron a 3500 rpm por 3 min. La pastilla (100 pl) se afiadié inmediatamente a la celda que
contenia 2.5 ml de MEH, previamente calentada a 37 °C y bajo agitacion magnética constante. Se
estimularon con diferentes concentraciones de prostaglandinas E; (1 nM-40 uM) para la realizacion
de una curva dosis-respuesta (Tabla 1), tomandose como control positivo la progesterona, ya que
esta respuesta es una de las més estudiadas (Bedu-Addo et al., 2008; Bedu-Addo et al., 2007;
Harper y Publicover, 2005; Kirkman-Brown et al., 2000; Blackmore, 1993; Thomas y Meizel,
1989).

Cada trazo se estimul6 después de 60 s de que comenzd el registro, es decir; se afiadio 5 pl
del compuesto a probar (diferentes [PGE;]) y se detenia en el segundo 150. EI control consistié en
afiadir 5 ul de progesterona (P) (Tabla 1). La fluorescencia se cuantifico con un espectrofluorometro
PTI (Photon Technology International) usando un filtro de 488 nm y se excit6 a 340/380 nm con el

monocromador de excitacion del sistema PTI.

ESPERMATOZOIDES prostaglandina E; progesterona
+ Medio MEH (PGE)) (P)

Alicuota 1

Control 4 uM
Alicuota 2 1nM -
Alicuota 3 10 nM -
Alicuota 4 100 nM -
Alicuota 5 1uM -
Alicuota 6 10 uM -
Alicuota 7 20 uM -
Alicuota 8 40 uM -

Protocolo del registro de fluorescencia

PGE, , P
#0’s C [4uM]

|

60s 150s

Tabla 1. Tratamientos y protocolo del registro de fluorescencia para la curva dosis-respuesta de PGE;. Las
muestras se incubaron a 37°C.
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6.7.2.- Curva dosis-respuesta de mibefradil

Los espermatozoides se trataron como ya se describid previamente en la curva dosis-respuesta de
PGE;. Cada trazo se estimul6 después de 120 s de que comenzo el registro, es decir; se afiadio 5 pl
del compuesto inductor a probar (progesterona (P) o PGE;) y se detenia en el segundo 210. El

mibefradil se incorporé a la muestra 60 s antes del estimulé con el inductor (Tabla 2).

ESPERMATOZOIDES P PGE;
mibefradil
+ MEH [4pM] [1uM]

Alicuota 2 +

Alicuota 4 2.5 uM +

Alicuota 6 5 pM +

Alicuota 8 10 pM +

Alicuota 10 20 pM +

Tabla 2. Tratamientos y protocolo del registro de fluorescencia aplicada para la curva dosis-respuesta de
Mibefradil. Las muestras de semen (divididas en 10 alicuotas). Las muestras se incubaron a 37 °C.
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6.7.3.- Efecto de PGE; y mibefradil en el incremento de la [Ca*]; en medio
MEH a diferentes pHs.

Los espermatozoides se trataron como ya se describid previamente en las curvas dosis-respuesta. Se
trabajaron en 5 pHs diferentes (7.2, 7.4, 7.6, 7.8 y 8.0). Para el caso de progesterona o PGE; cada
trazo se estimuld después de 120 s de que comenzo el registro, es decir; se afiadié 5 pl del
compuesto a probar y se detenia en el segundo 210. EI mibefradil se incorporé a la muestra 60
segundos antes del estimuld ya sea con progesterona o PGE; a los diferentes pHs del MEH (Tabla
3). El protocolo que se siguidé fue el que se muestra en la tabla 2, salvo, utilizando solo una
concentracion de mibefradil ([20 uM]).

Mibefradil P PGE;
[20 uM] | [4 uM]|[1 uM]
+
pH 7.2 *
+
+
+
[72]
L |pH 7.4 i
@ +
S 9
(@] [<5)
=S -
— © +
o W + +
E + +
o +
+
pH 7.8 N N
+ +
+
+
pH 8.0 N N
+ +

Tabla 3. Tratamientos para la determinacion de la [Ca®]; a diferentes pHs. Las muestras se dividieron en 12
alicuotas y se incubaron a 37 °C.
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6.7.4.- Protocolo para la determinacion del efecto de progesterona, PGE; y

mibefradil sobre el pH;.

Una vez cargadas las células con BCECF-AM, como ya se describid; se dividio la muestra en 12
alicuotas (Tabla 4). A los 60 segundos se afiadid 5 pl de mibefradil [20 uM], 60 s después
progesterona [4 uM] o PGE; [1 uM] y 60 s después [10 mM] NHs.

Mibefradil [20 uM] | P[4 uM] | PGE; [1 pM] | NH,4 [10 mM]

+ + +

" + +
< + + +
é 2 + + +
g ¢ + +
5 5 + +
g-‘_ CEU + + +
w s + + +
o + + +
+ + +
+ + +
+ + +

Protocolo del registro de fluorescencia

Tabla 4. Tratamientos y protocolo del registro de fluorescencia aplicada para la determinacién de pH;. Las
muestras se incubaron a 37 °C.
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6.7.5.- Protocolo para la determinacion del efecto de progesterona, PGE; y

mibefradil sobre la [Na']..

Una vez cargadas las células con SBFI-AM, como ya se describio; se dividio la muestra en 5

alicuotas y se aplico el siguiente protocolo (Tabla 5):

EGTA
EGTA
ESPERMATOZOIDES | mibefradil EGTA [3.5 mM] Ca®
[3.5 mM]
+ MEH (pH 7.6) [20 pM] [3.5 mM] +PGE; [2 mM]
+P [4 pM]
[1 nM]
Alicuota 1 + +
Alicuota 2 + +
Alicuota 3 A +
Alicuota 4 + + +
Alicuota 5 A A +

Protocolo del registro de fluorescencia

EGTA [3.5mM]
0
con o sin EGTA[3.5 mM] + P[4 pM]

mibefradil 0 Ca?
[20pM] EGTA[35mM]+PGE, [1luM]  [2mM]

l |

120's 240 s 420s 540s

Tabla 5. Tratamientos y protocolo del registro de fluorescencia para la determinacion de la [Na'];. Las muestras
se incubaron a 37 °C.

6.8.- Analisis estadistico

Todos los datos se expresan como media + error estandar (ES). Se aplico una ANOVA y una prueba
de Tukey donde los valores de P < 0.05 fueron aceptados como diferencias significativos de
acuerdo a los datos obtenidos de cada experimento. El anélisis de los datos se realizd con el

software STATISTICA (data analysis software system) version 7.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.- Efecto de PGE; en espermatozoides de humano.

De acuerdo con los antecedentes se decidio realizar una curva dosis-respuesta con la finalidad de
determinar la concentracién de PGE; donde se alcanza el 50% de respuesta maxima (ECsp) en
espermatozoides no capacitados, basados en las concentraciones reportadas por Schaefer y
colaboradores (1998).

La Figura 14 muestra el efecto en el incremento de la [Ca®']; en los espermatozoides
humanos no capacitados al ser estimulados con las diferentes concentraciones de PGE;, donde se
observa el efecto dosis-dependiente que tiene esté lipido sobre la [Ca?']; en los espermatozoides,
observandose la maxima respuesta a 40 uM (Figura 14A). Sin embargo, desde 1 hasta 40 uM el
efecto que tienen las PGE; no mostraron diferencias significativas (Anexo B). Las diferencias
significativas se presentaron en dosis mas bajas (1 y 100 nM), indicando que 1 uM de PGE; induce

casi la maxima respuesta.

Se obtuvo la ECsy para el promedio de los datos (n=3) ajustando este promedio con la
ecuacion de Hill (linea roja en la figura 14B), dando 207 + 104 nM. Este valor fue mas grande que
el obtenido por Schaefer y colaboradores ECsp: 10 nM (1998). En nuestros experimentos, al igual
que lo que reporta Shimizu y colaboradores (1998) la respuesta de Ca** inducida con PGE; mostro
mucha variabilidad entre donadores e incluso entre las muestras del mismo donante evaluadas en
diferente dia. Estas diferencias podrian ser reflejo de la heterogeneidad de las muestras, ya que en
los experimentos se utilizaron espermatozoides de solamente 3 donadores. Por otro lado,
progesterona induce el incremento de la [Ca*]i de manera més constante (menos variable)
comparado a la respuesta de PGE;. Considerando que se encuentran prostaglandinas y Zn**
(inhibidor) en el liquido seminal, la alta variabilidad de la respuesta a PGE; podria ser atribuida a
efectos de compuestos activos del liquido seminal de cada donador. Hemos observado que la
funcién espermatica varia entre eyaculados; ademas, los donadores estuvieron sujetos a diferentes
variables, como por ejemplo: cambios climaticos, cambios en la dieta, cambios en los niveles de

estrés, etc.
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Figura 14. Efecto de las prostaglandinas tipo E; en espermatozoides de humano. A) Trazos representativos de la
aplicacidn de diferentes concentraciones de PGE;: 1 nM (trazo rojo), 10 nM (trazo verde), 100 nM (trazo azul), 1 uM
(trazo verde claro), 10 uM (trazo rosa), 20 uM (trazo amarillo) y 40 uM (trazo verde soldado). El trazo negro es la
aplicacion de 4 uM de progesterona (P) (control positivo). La flecha indica la adicion del agonista. B) Incremento de
Ca’* en funcién de la concentracién de PGE;. La grafica muestra el A [Ca®']; (Ca?" intracelular en el pico menos el Ca?*
intracelular basal) expresado en media £ ES de una n=3. A partir de 1 pM a 40 uM el efecto de PGE; fue
significativamente diferente (P <0.05) en comparacién con las concentraciones mas bajas. La linea roja es el ajuste con
la ecuacion de Hill (R"2=0.979. ECs,= 207 = 104 nM).
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Por otro lado, antes de utilizar fura-2 como el indicador fluorescente para medir la [Ca®'];, se
realizo el mismo experimento con Fluo-3. Debido a que no se puede determinar el valor absoluto de
la [Ca®*]i con Fluo-3 sin realizar la calibracién en cada muestra, se normalizo el valor de la
respuesta por el cambio de la intensidad de fluorescencia (F/Fo) con lo que se determino la ECso de
PGE;. Se obtuvo una ECsy de PGE; alrededor de 20 nM tanto en espermatozoides capacitados
(n=5) como en no capacitados (n= 6), ademas de que no se observaron diferencias en el incremento
de Ca?* inducido con PGE; entre capacitados y no capacitados (Anexo C). Estos valores son mas
cercanos al valor reportado por Schaefer y colaboradores (ECso: 10 nM). La diferencia entre los
dos experimentos no se puede explicar por la diferencia de la sensibilidad de ambos indicadores
debido a que la Kd de fura-2, AM (260 nM) es mas pequefia que la de fluo-3, AM (390 nM).
Considerando que el nimero de experimentos de fura-2 fue pequefio (n = 3), la diferencia podria
explicarse por la particularidad de las muestras que utilizamos. Por otro lado, no se puede descartar

la posibilidad de oxidacion de PGE; en el transcurso del proyecto.

Se decidio utilizar 1 uM de PGE;, para inducir una respuesta casi saturante para experimentos
subsecuentes; aunque se utilizé 20 uM de PGE; para explorar el efecto que tendria mibefradil en

una concentracion saturante (ver seccion 7.2).

7.2. Efecto de mibefradil sobre el incremento de la [Ca?*]; inducido con

PGE,y progesterona.

En una conferencia dada en el 11° Simposio Internacional de Espermatologia en Okinawa, Japdn
(Junio 24-29, 2010) reportaron, mediante un estudio de electrofisiologia, que progesterona y
prostaglandinas activan la corriente de CatSper en espermatozoide de humano. Recientemente se
report6 que mibefradil, un bloqueador de canales de Ca*, bloquea el canal CatSper (Torres-Flores
et al., 2011). Por lo anterior, se decidi6 probar este farmaco y estudiar su efecto sobre el incremento

de la [Ca®"]; inducido por estos agonistas (Figura 15).

La aplicacion de 20 uM de mibefradil (M) 30 s previos a la adicion de 4 UM de progesterona
(P) 0 de 20 uM de PGE; inhibi6 el incremento de la [Ca?'];, la inhibicion fue del 92 % y del 80 %

respectivamente, siendo significativamente diferentes comparado con sus controles (Figura 15B).
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Figura 15. Efecto de mibefradil (M) sobre el incremento de Ca®* intracelular inducido con PGE; y progesterona
(P) en espermatozoides de humano. A) Trazos representativos del incremento de la [Ca?']; inducido con 4pM de
progesterona (P) (trazo negro), 20 UM de PGE; (trazo azul) o la adicion de ambas (trazo cian) (controles). La adicion de
20 pM de mibefradil (M) 30 s antes (trazos rojo, verde claro y morado) inhibe el efecto producido por los agonistas, de
modo significativo. Las flechas indican la adicién del tratamiento. B) A [Ca®"]; (diferencia entre el pico y la basal de la
respuesta, el dato del Ca?* basal se tomd antes de la adicion de los agonistas). Media + ES de n=3. * indica diferencias
significativas con su respectivo control (P<0.05).
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Con base en los datos de Shimizu y colaboradores (1998) quienes reportaron que la adicion
simultanea de ambos agonistas incrementan el efecto sobre la [Ca?'];, es decir, tienen un efecto
aditivo; nos parecié interesante estudiar el efecto de la aplicacion simultanea de 4 uM de

progesterona y 20 UM de PGE;; asi como sobre la inhibicion del pico de Ca?* por mibefradil.

Como puede verse en la figura 15 la aplicacion simultanea de ambos agonistas tuvo un
efecto aditivo en el incremento de la [Ca®*];, y la aplicacion de mibefradil 30 s antes de 20 pM de
ambos inductores bloque6 el 91.5% del efecto aditivo de ambos agonistas; encontrandose de igual

forma, diferencia significativa con su respectivo control.

Estos resultados, junto con los reportados por Shimizu y colaboradores (1998) muestran que
la via de sefializacién activada por PGE; y progesterona no se desactiva o desensibiliza, ejerciendo
una rapida accién por un receptor en la membrana plasmatica del espermatozoide con un sitio de
union diferente para cada agonista. Ademas la presencia de ambos agonistas en el liquido folicular
se ha correlacionado con un mecanismo comin para inducir el incremento de Ca’* en los
espermatozoides de varones fértiles e infértiles, revelando que el incremento de Ca®* es
directamente proporcional a la capacidad de fecundacion (Shimizu et al., 1998; Shimizu et al.,
1993; Blackmore et al., 1991).

Debido a que 20 uM de mibefradil tuvo un efecto inhibitorio sobre el incremento de la
[Ca®*]i inducido tanto por progesterona como PGE;, se realizé una curva dosis-respuesta de

mibefradil, para determinar su ICsg en el incremento de Ca?* inducido por ambos agonistas.

7.3. Efecto de la adicion de diferentes concentraciones de mibefradil sobre

el incremento de la [Ca2+]i inducido con PGE; o progesterona.

La figura 16A muestra los trazos representativos obtenidos por espectrofluorometria del efecto de
mibefradil sobre la [Ca®**]; en espermatozoides de humano. Se obtuvé una inhibicién de manera
dosis dependiente sobre el incremento en la [Ca*']; inducido por los agonistas. Sin embargo, se
pudo observar que la adicion de 2.5 uM de mibefradil no inhibe el pico de Ca®* estimulado por los
agonistas e incluso incrementé la [Ca?*]; al ser estimulados los espermatozoides con PGE; un 41 %

mas, respecto a su control, siendo un incremento significativo (*, Figura 16C).
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Figura 16. Curva dosis-respuesta de mibefradil en el incremento de la [Ca?"]; inducido con PGE; o progesterona
(P) en espermatozoides de humano. A. Efecto de mibefradil en el incremento de la [Ca*]; inducido con PGE;. El
trazo azul muestra el incremento de la [Ca®*]; inducido con 1 uM de PGE;; 30 s previos a la aplicacion del agonista, se
afiadieron las siguientes cantidades de mibefradil: 2.5 uM (trazo rojo), 5 uM (trazo verde), 10 uM (trazo morado) y 20
uM (trazo cian), posteriormente se afiadié a cada uno 1 uM de PGE;. B. Efecto de mibefradil en el incremento de la
[Ca®*]; inducido con P. El trazo negro muestra el efecto de la aplicacion de 4 uM de progesterona y a los trazos de la
derecha las diferentes [mibefradil]: 2.5 uM (trazo rojo), 5 uM (trazo verde), 10 uM (trazo morado) y 20 uM (trazo cian).
C. Gréfica que muestra el A [Ca®']; ([Ca®]; en el pico menos la [Ca®*]; basal. El dato del Ca®* basal se tomd justo antes
de la adicién de cada agonista) expresado con la media + ES de una n= 5. Los asteriscos muestran diferencias
significativas (P<0.05) en el efecto de mibefradil en comparacion con su correspondiente control: * para PGE;; * para
P.
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Un punto importante de la adicién de 2.5 uM de mibefradil fue que el incremento del Ca®* fue de
manera transitoria, regresando en la mayoria de los casos a la concentracion basal antes de ser
estimulados con el agonista. En el caso de progesterona también en algunas poblaciones de
espermatozoides, el incremento transitorio de Ca®* dado por 2.5 pM también se presento, sin
embargo un vez que se promedio el incremento de la [Ca*']; inducido por progesterona el efecto de
mibefradil no es significativo (Figura B). Conforme se va incrementando la concentracion de
mibefradil, el efecto del influjo transitorio de Ca®* que se observé con mibefradil, se revirtio, es
decir; en algunas muestras, disminuyd levemente el Ca®* basal, antes de que se adicionara el

agonista (Figura 16A y B).

La adicion de 5 a 20 uM de mibefradil; inhibié de manera dosis-dependiente el pico
transitorio de Ca”* inducido por PGE; o por progesterona. Los porcentajes de inhibicién fueron,
para PGE;: 8%, 59% y 74%; y para progesterona: 26 %, 51 % y 77%, respectivamente.
Mostrandose diferencias significativas (P <0.05) en 5, 10 y 20 uM con progesterona; mientras que
para PGE; solo se observo una inhibicion significativa a concentraciones mas altas (10 y 20 uM)
(Figura 16C). Estos resultados pudieran decirnos que mibefradil tiene un mayor efecto inhibitorio
sobre el incremento en la [Ca®*]i inducido por la progesterona que por el de PGE;. Sin embargo; no
se obtuvo diferencias significativas en la ICso de mibefradil entre ambos agonistas (ICso = 4.8 £ 1.2
uM para PGE; y ICs0 = 4.4 + 1.3 uM para progesterona). Por lo que, el mibefradil inhibié con la
misma afinidad el efecto de estos dos agonistas, sugiriendo que comparten receptor, y que esté

puede tratarse de CatSper.

7.4. Incremento de la [Ca?']; inducido con PGE; y progesterona en
espermatozoides de humano incubados en medio MEH ajustado a
diferentes pHs, asi como, el efecto de mibefradil sobre este

incremento.

Ante la hipdtesis de que se podria tratar de un CatSper, los siguientes experimentos se enfocaron a
estudiar el efecto de incubar a los espermatozoides en medio MEH ajustado a diferentes pHs, en

virtud de que los CatSper son activados por pH; elevado (Navarro et al., 2008).
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Bajo el modelo experimental trabajado hasta el momento y considerando lo anterior, decidimos
incubar a la poblacion de espermatozoides en medio MEH ajustado a cinco pHs diferentes: 7.2, 7.4,
7.6,7.8y8.0.

Como se anticipaba, el incremento de Ca®* intracelular inducido con los agonistas fue
potenciado conforme se fue alcalinizando el medio de incubacion, favoreciéndose la entrada de
Ca®" a mayor pHe. En la Figura 17A podemos observar cémo fue aumentando la entrada de Ca?* en
los espermatozoides estimulados con 4 uM de progesterona (trazo negro) o con 1 uM de PGE;
(trazo azul) conforme se cambié el pHe (N = 5y n = 7, respectivamente). El pico de Ca** a pH. 7.2
fue de ~300 nM para progesterona y de ~ 250 nM para PGE;, mientras que para el pHe 8.0,
incremento significativamente (P<0.05) (Anexo B), siendo el doble para PGE; (~500 nM) y casi el
doble para progesterona (~550 nM). Estos resultados apoyan la idea de que tanto PGE; y
progesterona activan CatSper. Aunque entre los agonistas no se observaron diferencias en el efecto
que tuvieron en el influjo de Ca®* al mismo pHe, si se pudo apreciar que la progesterona estimuld

una mayor entrada de Ca®* que PGE; (Figura 17B y C).

De manera interesante, la [Ca®*]; basal (antes de agregar agonistas) incrementé conforme el
pHe se fue alkalinizando, y la aplicacion de 20 uM de mibefradil indujo una disminucion de la
[Ca?*]i en pHe arriba de 7.6. Estos resultados sugieren que la [Ca*']; basal estaba elevada en pH.
arriba de 7.6 por el influjo de Ca?* a través de CatSper. Sin embargo, el incremento transitorio de la
[Ca®*]i inducido por mibefradil en pHe7.2 y 7.4 es dificil de explicar por CatSper y posiblemente
mibefradil tiene otro blanco que genera este cambio (Figura 17A). Estos resultados sugieren dos
posibilidades: 1) El efecto inhibitorio de mibefradil al CatSper es pH. dependiente, 2) Ambos
agonistas inducen el incremento de la [Ca®]; por otro mecanismo aparte de CatSper y en pHe alto,
es decir, en pH; alto (ver la siguiente seccién 7.5) el influjo de Ca®" a través de CatSper domina el

efecto.
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Figura 17. Incremento de Ca®" inducido con PGE; o progesterona (P) y su respectiva inhibicién con mibefradil
(M) en espermatozoides de humano incubados en MEH ajustado a diferentes pHs. A. Trazos representativos de
los espermatozoides de humano incubados en MEH ajustado a pH 7.2, 7.4, 7.6, 7.8 y 8.0; donde se puede observar el
incremento de calcio inducido con 4 uM de progesterona (P) (trazo negro; panel superior) y 1 uM de PGE, (trazo azul,
panel inferior); asi como la inhibicién dada por la aplicacién de 20 uM de mibefradil (trazo rojo). La linea discontinua
indica el contenido de calcio basal en pH, 7.2. B. Gréfica que muestra el A [Ca®*]; ([Ca*']; en el pico menos la [Ca®'];
basal. El dato del Ca®* basal se tom6 justo antes de la adicién de cada agonista) expresado con la media + ES de n=5
para P y n=7 para PGE;. C. Porcentaje de la inhibicion de mibefradil (M) normalizada a 1=100 % (Inhibicién de
mibefradil sobre el A [Ca®']; obtenidos por la adicién de PGE; o P).
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7.5. Efecto de mibefradil, PGE; y progesterona sobre el pH; en

espermatozoides de humano.

Los cambios de pH; son muy importantes en la fisiologia de todas las células ya que modulan
maltiples enzimas y canales ionicos, como es el caso de CatSper. Por lo anterior, se nos hizo
importante descartar que los farmacos tienen un efecto sobre el pH;, por si mismos, y que el efecto
que se observo en el incremento del calcio se debiera a este cambio. En la Figura 18 se presenta el
efecto que tienen mibefradil, progesterona y PGE; sobre el pH; de espermatozoides no capacitados.
La aplicacion tanto de 20 pM de mibefradil, 1 pM PGE; y 1 pM de progesterona no tuvieron
ningun efecto en el pH;, con lo que podemos concluir que no promueven la entrada de Ca®* por una
alcalinizacion. En cambio el tratamiento con 10 mM NH4CI increment6 el pH;, lo que validd
nuestro sistema experimental, demostrando que las células si fueron capaces de responder a un

agente alcalinizante.
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Figura 18. Efecto de mibefradil, PGE; y progesterona sobre el pH;en espermatozoides de humano incubados en
MEH ajustado a diferentes pHs. Trazos representativos de una n= 4. A. La aplicacién de 1 pM de PGE; y 4 uM de P
en un medio MEH ajustado a 7.6, no causé un cambio en el pH; en los espermatozoides humanos. B. Aplicacion de 20
MM de mibefradil y 1 puM de PGE,, asi como 4 uM de progesterona no cambiaron el pH; en los espermatozoides
incubados en MEH ajustado a diferentes pHs, por el contrario la adicién de 10 mM de NH, si cambi6 el pH; (control
positivo), tanto en el panel A como en el panel B.
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En la figura 18B se muestra que el pH; cambio dependiendo al pH del medio (pHe), lo cual
confirma que la actividad de CatSper estaba alterada por el pH, antes de agregar agonista en la
figura anterior (Figura 17A). Estos experimentos nos permiten sugerir que un incremento del pH del

fluido del oviducto (pHe) podria ser un mecanismo para activar CatSper.

Recientemente Lishko y colaboradores (2011) evaluaron, por medio de la técnica de “patch
clamp” en espermatozoides humanos, el efecto de las PGE; y la progesterona en el canal H,1 (canal
de H”, importante en la regulacion del pH;), el cual se encuentra en la pieza principal del flagelo y
puede activar CatSper por una alcalinizacion intraflagelar (Kirichok y Lishko, 2011; Lishko et al.,
2010). En este trabajo concluyen que este canal no esté involucrado en el influjo de Ca** mediado
por ambos agonistas, ya que la corriente del canal H,1 no se afecta ni con progesterona ni con PGE;
(Lishko et al., 2011). Nuestro experimento apoya esta idea ya que no detectamos ningin cambio en

el pH; por los agonistas.

7.6. Efecto de PGE;, progesterona y mibefradil sobre la [Na']; en

espermatozoides de humano.

En condiciones fisiolégicas los CatSper son selectivos a Ca*, pero en condiciones libres de
cationes divalentes, dejan pasar cationes monovalentes, como el Na" (Kirichok et al., 2006).
Torres-Flores y colaboradores (2008) reportan que al eliminar el Ca** del medio externo con
EGTA, un agente quelante de Ca*", causa un decremento en la [Ca®']; y un aumento en la [Na'];.
Al restituir el Ca?* el incremento de la [Na']i se detienen. Interesantemente, el mibefradil
(bloqueador de canales de Ca®* tipo T y L) detiene la entrada de Na* y disminuye la [Na'];
provocada por la eliminacion de Ca®* externo; es decir, bloquea CatSper (Torres-Flores et al.,
2011). Con base en lo anterior, se nos hizo interesante seguir este protocolo y evaluar el efecto de 4
UM de progesterona y de 1 pM de PGE; sobre el incremento de la [Na']; y corroborar su inhibicion

con la adicion de 20 uM de mibefradil.

El panel izquierdo de la Figura 19 muestra, el incremento de la [Na']; al eliminar el Ca?* por
la adicion de 3.5 mM de EGTA (trazo negro), al restituir el Ca>* con la adicién de 2 mM de Ca*, el
canal recobra su permeabilidad a Ca?*, por lo que deja de entrar Na* por este canal. En los trazos del

panel central y derecho se puede observar como la remocién de Ca®* intracelular por EGTA junto
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[Na*];, mM

con la estimulacion ya sea con progesterona (trazo rojo) o con PGE; (trazo azul) incrementd de
modo significativo, con respecto al control la entrada de Na* en los espermatozoides y de igual
forma al restituir el Ca®* el contenido de Na* intracelular disminuyé. Esta entrada masiva de Na*
confirmo la hipotesis de que ambos agonistas estan activando CatSper. Al agregarle el inhibidor (20
MM de mibefradil) 60 segundos previos a la adicion de EGTA + el agonista (trazo verde para P y
trazo cian para PGE;), se observo una disminucion dramatica en la entrada de Na®*. Estos resultados
concuerdan con las caracteristicas que se reportan para los CatSper (Kirichok et al., 2006). Mientras
que 20 UM de mibefradil no inhibié totalmente el incremento de la [Ca?*]; inducido por PGE; o
progesterona (se quedo ~ 20 % de la respuesta como fraccion resistente), el mismo farmaco inhibié
casi 100 % de la entrada de Na" activado por los mismos agonistas. Es una pregunta importante

para entender la via de sefializacion de estos agonistas y debe resolverse en el futuro.
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Figura 19. Efecto de PGE; y progesterona sobre la [Na']; en espermatozoides de humano al eliminar el calcio
externo. Trazos representativos del contenido de Na* intracelular en espermatozoides de humano, donde se puede
observar el incremento de la [Na']; al remover el Ca®" externo con la adicién de 3.5 mM de EGTA (trazo negro); con
3.5 mM de EGTA + 4 uM de progesterona (P) (trazo rojo) o con 3.5 mM de EGTA+ 1 uM de PGE; (trazo azul), 240 s
después se restituy6 el Ca®* externo con la adicién de 2 mM de Ca*" , con lo que se observo que la entrada de Na*
disminuye. La aplicacion de 20 pM de mibefradil 60 s antes de la remocion de Ca®* externo junto con la adicion de los
agonistas, inhibid la entrada de Na* (trazos verde y cian). n = 3.
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7.7 Comparacion de este trabajo con reportes recientes.

En este trabajo se presentan evidencias que indican que la via de entrada de Ca”" estimulada con
progesterona 0 PGE; es via CatSper. Estos resultados se corroboran con los recientes datos
publicados por Strunker y colaboradores (2011) y por Lishko y colaboradores (2011) quienes
demostraron de forma independiente, utilizando la técnica de “patch-clamp” y por el aparato
“stopped-flow” que el CatSper es el canal responsable del incremento de Ca** inducido por la
progesterona y la prostaglandina en el espermatozoide de humano. Las subunidades CatSper 3, v y
d tiene grandes dominios extracelulares, lo cual sugiere la posibilidad de que funcionen como

receptores de diferentes ligandos para activar al CatSper.

Ademas reportan diferencias significativas a nivel linaje, en la respuesta dada por estos
agonistas, ya que no afectan la corriente CatSper de ratdn, indicando una diferencia evolutiva muy
interesante. Frecuentemente los ratones se toman como modelo de estudio y los mecanismos se
extrapolan a lo que pasaria en células humanas, por el hecho de ser mamiferos. Sin embargo, hay
casos que tienen diferencias significativas entre estas dos especies y CatSper parece ser una de ellas.
Se sabe que CatSperl, aun dentro de diferentes primates, tiene muchos mutaciones, incluso
deleciones e inserciones de varios amino &cidos (Podlaha y Zhang, 2003). Estas variaciones
formadas por seleccidn positiva en el proceso evolutivo pueden explicar la diferencia del modo de
regulacién y los diferentes agonistas para CatSper en cada especie. El aspecto evolutivo de estas

diferencias es un tema muy interesante para estudiar.

Por otro lado, ya que este canal exclusivo de los espermatozoides, CatSper es un blanco
perfecto para un anticonceptivo. Hasta la fecha se ha reportado que CatSper esta compuesto por 4
subunidades alfa (CatSper 1-4) y 3 subunidades accesorias (B, y y 9), pero no se ha podido expresar
al canal funcional en un sistema heterélogo, lo que sugiere que probablemente faltan piezas por
encontrar. De manera consistente a esta idea, hasta el momento se ha reportado que los nucleétidos
ciclicos, la despolarizacion, la alcalinizacion, las glicoproteinas de la ZP y la BSA (Ren y Xia,
2009) inducen un aumento de la [Ca®']; dependiente de CatSper. Nuestros resultados son
consistentes con los de Lishko y colaboradores (2011), asi como con los resultados de Strunker y
colaboradores (2011), quienes observaron que la progesterona y diferentes prostaglandinas (PGF >
PGE;>PGA>PGE;) activan directamente el CatSper de los espermatozoides humanos.
Considerando la diferencia de agonistas que encontraron entre raton y humano, se debe explorar
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maés sobre la diferencia del modo de regulacién de CatSper en varias especies para reconocer la

particularidad de cada especie y entender la relacion de estructura y funcién de CatSper.

Por otro lado, los efectos de mibefradil en medios con diferente pH (pH.) indican que existe
otra via aparte de CatSper para el incremento de la [Ca®*]i inducido por PGE; y progesterona. Por
ejemplo, hay reportes que muestran un incremento en la [Ca®*]i inducido por progesterona en el
espermatozoide de raton (Kobori et al., 2000; Fukami et al., 2003), a pesar de que progesterona no
activa CatSper de raton, sugieren que existe otra via de sefalizacion para estos agonistas. Por
ejemplo, para el caso de progesterona, el receptor de progestina (mPR) localizado en la pieza media
del espermatozoide podria ser otra via (Zhu et al., 2003a; Zhu et al., 2003b) o a través de alguno de
los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) que se encuentran en el espermatozoide, y que se

sabe, median la respuesta para las prostaglandinas.
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VIIlI. CONCLUSIONES

1) En los espermatozoides humanos, las PGE; inducen un incremento transitorio en la [Ca2+]i,
dependiente de la dosis, la respuesta se saturaa 1 pM.

2) Mibefradil inhibe el pico transitorio de Ca®" intracelular, inducido con PGE; y

progesterona, de forma dosis-dependiente alcanzandose una inhibicién del ~75% con 20
pM.

3) El incremento en el pH intracelular por modulacién del pH del medio externo (pHe)
potencia el incremento de Ca*" intracelular inducido por PGE; y progesterona.

4) La adicién de PGE;, asi como progesterona no afectan el pH; en los espermatozoides de
humano.

5) Tanto PGE; como progesterona potencian la entrada de Na" inducido por remocién de

cationes divalentes del medio y mibefradil inhibe completamente esta entrada de Na".

Todos los resultados obtenidos en este trabajo confirman nuestra hipétesis que indica que

“Tanto PGE; como progesterona activan CatSper en espermatozoides de humano”.
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IX. PERSPECTIVAS

Determinar la dindmica espacio-temporal del incremento de la [Ca®']; inducido por
PGE; en registros de célula Unica del espermatozoide de humano para identificar el sitio de

inicio del incremento de la [Ca?*];inducido por PGE;.

Identificar el sitio de unidn, tanto para progesterona como para PGE;, por medio de
técnicas bioquimicas (entrecruzamiento con agonistas quimicamente modificados) y/o de

biologia molecular (proteinas recombinantes de los dominios extracelulares de CatSper §, y
y 8).

Determinar el efecto de PGE; y progesterona en diferentes especies de mamiferos

para correlacionar la estructura de CatSper (secuencia de amino acido de cada subunidad) y

su funcion, lo cual nos proporcionaria un aspecto evolutivo muy interesante.
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X. ANEXOS

Anexo A. Espermatobioscopias de los donadores utilizados en este proyecto, donde
se muestra que las muestras de los donadores cumplen con los parametros
establecidos como normales por la OMS (OMS, 2010).

Espermatobioscopias
"limites
Donadores | 1| 2 3 4 5| ¢l 7] g 9] 10] 1] Clinicos"
Evaluacion Macroscopica

Dias de Abstinencia 4 4 5 5 3 4 5 5 5 3 4 3-6 dias
Color blanco-| blanco-| blanco-| blanco-| blanco-| blanco-| blanco-|blanco-| blanco-| blanco-| blanco- blanco-

grisaseo) grisaseo|griséseo|grisdseo| grisaseo|grisdseo|grisdseo|grisaseo| grisdseo| grisdseo| grisdseo grisdseo
Olor a cloro] a cloro]a cloro]a clorofa cloroja clorofa cloroja cloro] a clorof a cloro] a cloro
licuefaccién 17, 25 25 20 20 20 15 20 22 20 20| Antes de 30 min
Acidez i6nica 8 8 7.8 8 7.5 8 8 8 7 7 7.5 7-8pH
Volumen 3,6 2,3 2,5 2 2 5 55 2.8 3 3,5 3 2-5ml

Evaluacion Microscopica

Loospermas/ml 72,3 65,2 58,7 94,6 76,6 58,2 26,8 70 783 21,6 21,6 > 20 millones
Zoospermas moviles/ml 54,2) 53,7 43 51,3 65,2 49,6 21,9 60 66,1 13,3 13,8 > 10 millones|
Vivos % 86 89 88 80 98 98 74 88 83 80 76 > 50 %|
Movilidad (%) 74 81 73 54 85 85 82 82 84 61 65 > 50 %|
indices de Velocidad
Velocidad promedio (VAP) 49,2 37.3 42 37,2 49 63,4 709 379 66,9 58,7, 55,9 30.0-42.4 mic/seg
Velocidad progresiva (VSL) 353 27 32,1 25,6 37,6 47,4 56,9 40,2 48,1 46,2 46,5| 26.0-34.8 mic/seg
Velocidad rectilinea (STR) 71 75 74 71 74 74 79 72 71 76 82 71-89 %
Amplitud Lateral de la cabeza (ALH) 572 35 35 39 4,6 6 52 6.2 6,3 53 4,4 > 3.3 mic
Morfologia
Normales (%) | 18] 15] 18] 14| E G S 14| 18| 15] >14 %
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Anexo B. Tablas de ANOVA y pruebas estadisticas.

Los valores en rojos, en cada una de las tablas indican diferencia significativa (P < 0.05) entre los

tratamientos analizados.

10. 1. ANOVA para la curva dosis-respuesta de PGE;

Prueba de significancia para Delta Ca?* intracelular (Datos_curva de PGE1)
Sigma-restricted parameterization. Effective hy pothesis decomposition

SS Grados MS F p
Efecto de libert
"PGE1" | 778318 6 129720 2.82E+01 4.79E-07
Error 64434 14 4602

Prueba HSD Tukey; variable DeltaCa?" intracelular (Datos_curvaPGE)

PGEL | {1} 2} {3} {4} {5} 16} {7}

cell No. 30.733 | 76.200 | 183.80 | 416.40 | 454.90 | 471.87 | 549.50
1 1 0.93E-01 1O8E-01 2.85E-04 203E-04 1.90E-04 L175E-04
2 10| 9.93E-01 4.87E-01 5.31E-04 2.78E-04 2.30E-04 1.78E-04
3 100| 1.98E-01 4.87E-01 1.22E-02 | 3.54E-03 2.10E-03  3.30E-04
4 1000 2.85E-04 5.31E-04 1.22E-02 9.91E-01 9.45E-01 2.66E-01
5

6

7

10000 || 2.03E-04 2.78E-04 3.54E-03 9.91E-01 1.00E-00 6.22E-01
20000 | 1.90E-04 2.30E-04 2.10E-03  9.45E-01 1.00E-00 7.93E-01
40000 | 1.75E-04 1.78E-04 3.30E-04 2.66E-01 6.22E-01 7.93E-01

10.2. ANOVA para la curva dosis-respuesta de mibefradil en el incremento de la [Ca®']; inducido

con progesterona.

Prueba de significancia para Delta Ca®* intracelular (Curva_Mibefradil con Progesterona)

SS Grados de MS F p
Efecto Libertad
Mibefradil_Progesterona 450753 4 112688 11.84 | 4.29E-05
Error 190414 20 9521
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Prueba HSD T ukey; variable DeltaCa®" intracelular (Curva_Mibefradil con Progesterona)

Mibefradil_Progegerona {1} {2} {3} {4} {5}
Cell No. 457.00 | 451.40 | 342.40 | 226.80 | 107.94
1 Mibefradil 0 1.00E-00 3.71E-01 1.04E-02 2.54E-04
2 Mibefradil 2.5uM | 1.00E-00 4.19E-01  1.27E-02 2.82E-04
3 Mibefradil 5uM || 3.71E-01 4.19E-01 3.63E-01 8.94E-03
4 Mibefradil 10uM | 1.04E-02 1.27E-02 3.63E-01 3.36E-01
5 Mibefradil 20uM | 2.54E-04 2.82E-04 8.94E-03 3.36E-01

10.3. ANOVA de la curva dosis-respuesta de mibefradil en el incremento de la [Ca®*];i inducido

con PGE;.
Prueba de Significancia para Delta Ca2+_PGE 1 (Curva_Mibefradil con PGE1)
SS Grados de MS F p
EfeCtO Libertad
Mibefradil_PGE | 586105 4| 146526 38.30 4.15E-09
Error 76524 20 3826
Prueba HSD Tukey. Curva dosis-respuesta de mibefradil _PGE;
Mibefradil_PGE, 5N 2} 3} 73} {5}
Cell No. 368.26 520.00 339.18 154.58 96.100
1 M ibefradil O 7.50E-03 9.44E-01 3.23E-04 1.36E-04
2 M ibefradil 2.5uM| 7.50E-03 1.48E-03 1.32E-04 1.32E-04
3 Mibefradil 5uM| 9.44E-01 1.48E-03 1.21E-03 1.62E-04
4 Mibefradil 10uM| 3.23E-04 1.32E-04 1.21E-03 5.77E-01
5 Mibefradil 20uM| 1.36E-04 1.32E-04 1.62E-04 5.77E-01
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10.4 ANOVA del incremento de la [Ca*']; inducido con PGEj, progesterona y la inhibicién de
mibefradil en espermatozoides de humano incubados en medio MEH ajustado a diferentes pHs.

Prueba de Significancia para Delta Ca®* (Datos_Curva Ca®*)
Difrentes pHs externos
SS Grados de MS F p

Efecto libertad
Agonista 76937 1 76937 11.99 | 7.87E-04
pHs 174300 4| 43575 6.79| 7.05E-05
Inhibidor 2635450 1| 2635450 410.81 | 0.00E-01
Agonista*pHs 9942 4 2486 0.39 8.17E-01
Agonista*Inhibidor 12 1 12 0.00 9.66E-01
pHs*Inhibidor 437967 4| 109492 17.07| 1.07E-10
Agonista*pHs*Inhibidor| 11685 4 2921 0.46 7.68E-01
Error 641529 100 6415

Unequal M HSD: vanable Defta Calcio (Datos_Curva Calcio)

Appraximate Probabiliies for Post Hoc Tests

Error. Belween MS = 8415.3, df = 100.00

Agonisia ‘ pHs “”ND‘GW [ ‘ 2} {4 | ‘ {10 ‘ {11} {12} {13} {14} {15} {16} {17 {18} {19} {208
Cel No. 220.62 293.26 148 30 | 356.20 15354 4&73& TTS 70 | 53868 11920 571 04 11503 244 37 | 10846 | 351.33 | 80.314 | 41334 | 95057 | 467.30 | 87.900 | 510.20
i P i M) 0.996308  0.996500  0.457166| 0.972507 0.000295 0.889811 0.000165 0.89302: 1.000000, 0.784818 0.527263 0.392103 0.030633 0.602536 0.000831 0.408053 0.000179|
2 P sin M| 0.996308 0332443 0.999433 0.180526 0.025126 0086599 0.000901 0088925 DDDDZOD 0071023 0.909986| 0.040019 0.999815 0.008317 0.681062| 0.021520| 0.089019 0.013792 0.008343)
3 P M| 0.996500 0.332443 0.011660/ 1.000000 0.000164| 1.000000 0.000164 1.000000/ 0.000164  1.000000 0.931840; 0.999999 0.016040 0.998407 0.000315| 0.999948 0.000165 0.999678 0.000164|
4 P sin M| 0.457166 0.999433 0.011680 0.004273 0.520394 0.001521) 0.056102  0.001574 0.0073135 0.001187| 0.788825 0.000778 1.000000| 0.000218 0.999853| 0.000370| 0.797442 0.000280 0.232173]
5 P M| 0.972507 0.180926 1.000000 0.004273 0.000164] 1.000000 0.000164 1.000000/ 0.000184| 1.000000  0.800573 1.000000  0.005981| 0.909948 0.000202 1.000000 0.000164 0.999995 0.0001864
6 P sin M| 0.000295 0.028126  0.000164) 0.520394/ 0.000164 0.000184 0.999970| 0.000164 0.981716/ 0.000164 0.001052 0.000164 0.450524  0.000164 0.995359| 0.000164| 1.000000 0.000184  1.000000|
7 P M| 0.889811 0.086509  1.000000 0.001521) 1.000000 0.000164 0.000164 1.000000| 0.000164 1.000000 0.600953 1.000000 0.002128| 1.000000 0.000173 1.000000/ 0.000164 1.000000| 0.000164

P sin M| 0.000165 0.000901| 0.000164) 0.056102 0.000164 0.999970! 0.000164| 0.000164, 1.000000( 0.000164 0.000174; 0.000164 0.042208| 0.000164 0.606117| 0.000164| 0.997039 0.000164 1.000000|
P M 0.893024 0.088925  1.000000 0.001574 1.000000 0.000164| 1.000000 0.000164 0.000164| 1.000000  0.608239; 1.000000 0.002203| 1.000000 0.000174| 1.000000 0.000164 1.000000 0.000164|

0 P sin M| 0.000164 0.000209| 0.000164 0.007315 0.000164  0.981716] 0.000164| 1.000000| 0.000164 0.000164 0.000164) 0.000164 0.005237| 0.000164 0.197738 0.000164 0.874023 0.000164  0.999644
1 PGE| M| 0.856642 0.071023 1.000000 0.001187| 1.000000 0.000164) 1.000000, 0.000164 1.000000 0.000164 0.241745] 1.000000 0.000202| 0.999999 0.000164| 1.000000) 0.000164 1.000000 0.000164|
2 PGE| sin M| 1.000000 0.999986 0.931840 0.768825 0.800573 0.001022) 0.600953 0.000174| 0.60823@ 0.000164 0.241745 0.171675 0.588069 0.028135 0.019565| 0.077330) 0.000331) 0.048074  0.000165)
3 PGE| M| 0.784818 0.049019| 0.999999 0.000778 1.000000 0.000164| 1.000000 0.000164) 1.000000 0.000164 1.000000 0.171675 0.000183 1.000000 0.000164) 1.000000/ 0.000164 1.000000| 0.000164)
4 PGE| sin M| 0.527263 0.999815 0.016040 1.000000 0005981 0.450524] 0002128 0.042295 0.002203| 0005237 0.000202 0.586069 0.000183 0.000164 0.995830 0000166 0.434215 0.000166 0.040713
5 PGE pH76 M| 0392103 0.008317| 0.998407 0.000218 0.999948 0.000164) 1.000000; 0.000164 1.000000 0000164 0.999999 0028135 1.000000 0.000164 0.000164| 1.000000 0.000164) 1.000000 0.000164]
[ PGE pH76 sin M| 0.030633 0.681062| 0.000315 0.999853 0000202 0.995359| 0000173 0.606117 0.000174| 0.197738 0.000164 0.019565 0.000164 0.995830| 0.000164 0.000164| 0.999313 0.000164 0.754550
T PGE pH78 M| 0.602536 0021820/ 0.999948 0000370, 1.000000 0.000164| 1.000000] 0.000164/ 1.000000 0000164 1.000000 0.077330 1.000000| 0.000168| 1.000000 0.000164 0.000164 1.000000 0000164
8 PGE pH 78 sin M| 0.000631| 0.089019  0.000165 0.797442 0.000164  1.000000| 0.000164| 0.997039 0.000164| 0.874023 0.000164 0.000331) 0.000164 0.434215| 0.000164) 0.999313 0000164 0.000164 0.999975)
9 PGE pH8 M) 0.498053 0013792 0999678 0 000280 0999995 0 00C0164) 1.000000/ 0.000164 1.000000 0000164 1.000000 0 045074 1.000000 0000166, 1.000000 0.000164 1.000000) 0.000164 0.000164
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Anexo C. Curva dosis-respuesta de PGE; en espermatozoides de humano
incubados con fluo-3, AM.
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Figura 20. Curva dosis-respuesta de Prostaglandinas tipo E; en espermatozoides de humano. A) Trazos
representativos de la aplicacion de diferentes [PGE;]: 1 nM (trazo rojo), 10 nM (trazo verde), 100 nM (trazo azul), 1
UM (tazo verde claro), 10 uM (trazo rosa), 20 uM (trazo azul claro) y 40 uM (trazo verde soldado). El trazo negro es la
aplicacion de 4 uM de progesterona (control positivo) en espermatozoides de humano no capacitados y capacitados. B)
Curva Dosis-Respuesta de PGE;. La ECs; obtenida fue de 26 nM para los espermatozoides no capacitados y de 19 nM
para Capacitados. C) Gréafica que muestra la media + ES de las diferentes ECs, dadas para cada uno de los donadores
trabajados. Los valores obtenidos se expresaron de una n = 6 y n = 5 respectivamente; en relacion a la media + ES.
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