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1. RESUMEN

El calcio es un cation que actia como agente sefalizador fundamental para que los espermatozoides
adquieran capacidad fecundante, dado que participa en los procesos de capacitacién, hiperactivacion,
guimiotaxis y reaccién acrosémica. El canal mas importante encargado de la entrada de calcio a los
espermatozoides es CatSper, un canal especifico de la célula espermatica localizado en la membrana
de la pieza intermedia del flagelo. Para que el calcio entre al espermatozoide a través de CatSper, éste
tiene que activarse. En espermatozoides humanos estd descrito que CatSper se activa por: 1)
despolarizaciéon de la membrana plasmatica por cambios de voltaje, 2) alcalinizacion del medio
intracelular, y 3) unién a determinados ligandos, como la progesterona.

En este trabajo se planted la hipdtesis de que existen diferencias entre los mecanismos de activacién
del canal CatSper en espermatozoides ovinos y humanos. El objetivo de este trabajo fue, por tanto,
estudiar si las formas de activacidon de CatSper en espermatozoides humanos producen también la
activacion de CatSper en espermatozoides ovinos. Ademas, se estudiaron los efectos de inhibidores
conocidos de CatSper en humano, como ESI-09 y H-89, en espermatozoides ovinos.

Para ello, se realizaron los mismos experimentos en espermatozoides de ambas especies, previamente
seleccionados por swim-up. Los cambios en la concentracidn de calcio intracelular y en el pH
intracelular se evaluaron mediante fluorimetria con las sondas Fluo-4-AM y BCECF, respectivamente.

Los resultados mostraron que el H-89 no ejerce ningun efecto sobre CatSper en los espermatozoides
ovinos y que, sorprendentemente, el ESI-09 favorece el incremento de [Ca®*]; en espermatozoides
ovinos expuestos a altas concentraciones de calcio en el medio extracelular. De los tres mecanismos
de activacion de CatSper ensayados en espermatozoides ovinos, solo la activacién por despolarizacion
de la membrana plasmatica en un medio con alta concentracién de K* y pH 8 produce un incremento
del calcio intracelular.

ABSTRACT

Calcium is a cation that acts as a fundamental signalling agent for spermatozoa to have fertilizing
capacity, since it participates in capacitation, hyperactivation, chemotaxis, and acrosome reaction
processes. The most important channel responsible for the entry of calcium into the spermatozoa is
CatSper, a sperm-specific channel located in the membrane of the midpiece in the flagellum. CatSper
channel activation is required to allow calcium entry into the sperm cell. In human sperm, it has been
described that CatSper can be activated by: 1) depolarization of the plasma membrane due to voltage
changes, 2) alkalinization of the intracellular medium, and 3) binding to certain ligands, such as
progesterone.

In this project, the hypothesis of existing differences between the activation mechanisms for the
CatSper channel in ram spermatozoa compared to the human spermatozoa was raised. The objective
of this project was, therefore, to study whether the forms of activation of CatSper in human
spermatozoa produce the activation of CatSper in ram spermatozoa. In addition, the effects of known
human CatSper inhibitors such as ESI-09 and H-89 on ram sperm were studied.

To achieve these objectives, the same experiments were performed in sperm from both species,
previously selected by swim-up. Changes in intracellular calcium concentration and intracellular pH
were evaluated by fluorimetry with Fluo-4-AM and BCECF probes, respectively.



The results showed that H-89 does not produce any effect on CatSper of ram spermatozoa and that,
surprisingly, ESI-09 produce an increase of [Ca%*]; in ram spermatozoa exposed to high concentrations
of calcium in the extracellular medium. Among the three CatSper activation mechanisms tested in ram
spermatozoa, only the activation by depolarization of the plasmatic membrane with high K* and pH 8
medium produced an increase in intracellular calcium.

2. INTRODUCCION

2.1. Procesos que conducen a la obtencidn de la capacidad fecundante del espermatozoide

Los espermatozoides abandonan el tracto reproductor masculino en el momento de la eyaculacion
junto con secreciones de las glandulas sexuales accesorias que constituyen el plasma seminal. Este
plasma seminal contiene factores descapacitantes, que mantendrdn a los espermatozoides en un
estado de quiescencia hasta que se encuentren ya en el tracto reproductor femenino. Alli irdn
avanzando gracias al batido de su flagelo y, una vez en las inmediaciones del ovocito, se eliminaran los
factores descapacitantes, dando comienzo el proceso de capacitacidn, imprescindible para que los
espermatozoides adquieran capacidad fecundante. Sélo los espermatozoides capacitados parecen
capaces de responder a un gradiente de concentracién de determinadas sustancias que los guiaran
hasta el ovocito mediante quimiotaxis (1). La capacitacidon espermatica conduce, por un lado, a una
hiperactivacion flagelar, que dota al espermatozoide de un movimiento mas amplio y vigoroso, y por
otro, a la reaccidon acrosémica, que le permite, tras la liberaciéon de enzimas del acrosoma, atravesar
la zona pellcida que rodea al ovocito posibilitando que tenga lugar la fusion de ambos gametos (2).
Para que todos estos procesos tengan lugar, es necesario que se produzca un incremento del calcio
intracelular (3).

2.2. El calcio y su papel sefializador

El calcio (Ca%*) es un catidon que regula numerosos procesos fisioldgicos en las células, y es
indispensable para el correcto funcionamiento celular. Se trata de un segundo mensajero que participa
en la transduccidn de sefales intracelulares. El calcio no puede ser sintetizado de novo ni degradado
en la célula, por lo que su concentracion intracelular se regula por diferentes mecanismos. Ademas,
los cambios en la concentracion de calcio intracelular pueden tener lugar en zonas localizadas de la
célula, lo que le otorga una cierta versatilidad como molécula sefializadora (4).

En el caso de los espermatozoides, el calcio es un agente sefializador fundamental para que tengan
lugar procesos como la capacitacion, la hiperactivacion, la quimiotaxis (5) y la reaccién acrosémica
(6,7). Para que esta sefializacion mediada por calcio sea posible, es necesario que se produzca la
entrada de calcio al citoplasma desde el espacio extracelular y/o desde los reservorios intracelulares
(8). Esto se produce gracias a la presencia de proteinas de unidn a calcio, y a los transportadores de
membrana, que mantienen una baja concentracidn de calcio intracelular, permitiendo asi un gradiente
de entrada a la célula (9).

Los depdsitos de calcio intracelular juegan un papel crucial en la regulacién de la concentracién del
calcio intracelular y, por tanto, en la generacidn de sefiales a través del calcio. En los espermatozoides
se han identificado depdsitos de calcio en la zona anterior de la cabeza y en la zona del cuello y la pieza
intermedia (8). En concreto, el acrosoma (10) por si mismo es un reservorio de calcio en los
espermatozoides, junto con la envoltura nuclear redundante (RNE) cercana al cuello (11) y las
mitocondrias de la pieza intermedia del flagelo (12).



El movimiento de calcio entre el interior y el exterior celular se produce por medio de canales idnicos.
En el caso de los espermatozoides, el canal de entrada de calcio mds importante es el canal CatSper,
(Cation channel of sperm), y la salida se produce principalmente por la bomba PMCA4 (Plasma
Membrane Calcium ATPase 4) (13,14).

2.3. El canal CatSper y otros canales idnicos

El canal CatSper es especifico de la célula espermatica y se localiza en el flagelo, en la membrana de la
pieza intermedia y es el encargado de permitir la entrada de calcio en la célula (13).

Este canal es imprescindible para la capacidad fecundante de los espermatozoides, ya que esta
comprobado que, en especies como el ratdn, la ausencia de CatSper produce esterilidad debido a la
incapacidad de los espermatozoides para moverse y, por tanto, de ascender por el tracto reproductor
femenino y de atravesar la zona pellcida y fecundar al ovocito (15).

El canal CatSper estd compuesto por cuatro subunidades a (al, a2, a3 y a4), que forman un poro en
la membrana, y seis subunidades auxiliares (B, v, 6, €, {y EFCAB9), por lo que se trata de un canal de
gran complejidad (16) (Fig. 1). En cuanto a las subunidades principales, CatSper 1 tiene un papel
fundamental en la motilidad espermatica (17) y su expresidn estable requiere de CatSper 2 y viceversa
(18). En cambio, la expresion estable de CatSper 3 y 4 no depende de la expresidn de CatSper 1y 2
(19).

Las subunidades formadoras de poro presentan seis regiones transmembrana cada una formando dos
dominios, uno de ellos actia como sensor del voltaje y el otro permite la formacion del poro. Las
regiones transmembrana que funcionan como sensores de voltaje contienen varios aminodcidos
cargados positivamente, como lisinas y argininas (20).
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Figura 1. Estructura y localizacién del canal CatSper en espermatozoides de mamiferos. Se muestran en amarillo las cuatro
subunidades a que forman en poro, en azul claro la subunidad beta (B), en azul mas oscuro la subunidad gamma (y), en verde
la subunidad delta (6), en rojo la subunidad épsilon (€) y debajo de las subunidades a se observan las subunidades zeta (7) y
EFCAB9. Imagen tomada de Rahban et al. (16)

La subunidad EFCAB9 es la que ha sido identificada mas recientemente (21), y actia como sensor de
calcio y de pH. Esta subunidad se encuentra unida directamente a la subunidad { formando un
complejo que regula la apertura y el cierre del canal CatSper dependiente de pH. En caso de ausencia
de EFCAB9 y/o de la subunidad , el canal CatSper pierde capacidad de respuesta a la alcalinizacion,
haciendo al canal menos eficiente (16).

La homologia de las subunidades formadoras de CatSper entre la especie humana y la ovina estan en
unrango entre el 53%y el 83%, lo cual puede implicar diferencias, entre otras cosas, en los mecanismos
de activacién de CatSper entre especies.



Para que se produzca la entrada de calcio al espermatozoide por el canal CatSper, éste se tiene que
activar, lo que se consigue, al menos en los espermatozoides humanos, gracias a la accién
concomitante de tres mecanismos (16): 1) despolarizacion de la membrana plasmatica por cambios
de voltaje (22), 2) alcalinizacion del medio intracelular (23), y 3) union a determinados ligandos, como
la progesterona (24). No obstante, estos modos de activacion podrian variar entre las distintas especies
de mamiferos.

En cuanto a la activacidn del canal CatSper por medio de la progesterona, se produce a través de la
proteina 2 que contiene un dominio a/B hidrolasa (ABHD2) que, al unirse a la progesterona, degrada
el 2-araquindonilglicerol que inhibe CatSper, permitiendo la entrada de calcio (25). Solo esta
demostrado que la progesterona active CatSper en espermatozoides de humano y macaco, mientras
gue en otras especies como el ratén no produce ningln incremento en el calcio intracelular (24,26,27).

Para el correcto mantenimiento de la homeostasis idnica en los espermatozoides intervienen
numerosos canales idnicos (Fig. 2). Entre éstos se encuentran el canal de intercambio de Na*/H*
(NHEs) (28), que importa sodio a través de la membrana plasmatica y exporta H*, y el canal de H* HV1
(29), que extrae protones del citosol para regular el pH intracelular (30). Por otro lado, cuando hay un
aumento intracelular de calcio en la célula, es necesario restablecer los niveles de este ion, y para que
esto ocurra, participan otros canales transportadores de calcio, ademds de CatSper. En la membrana
plasmatica se encuentra la bomba PMCA4 (Plasma Membrane Calcium ATPase 4), que es la principal
via de salida de calcio (14); el canal de intercambio Na*/Ca%, que ayuda a mantener el balance de
calcio al exportarlo para introducir tres Na* (31) y los canales de calcio dependientes de depdsito
(SOCCs) (32). En la membrana plasmatica de los espermatozoides también hay canales de K*, como
SLO3, que permiten regular el potencial de membrana de los espermatozoides (33).
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Figura 2. Esquema de los distintos canales que regulan la homeostasis celular del espermatozoide. En la membrana
plasmatica se localizan multiples canales involucrados en la homeostasis idnica. En el esquema, de izquierda a derecha: el
canal CatSper, que permite la entrada de calcio a la célula; el canal SLO3, capaz de expulsar iones K* regulando el potencial
de membrana; el canal sNHE, caracterizado por el transporte de iones de Na* al interior y de protones al exterior celular; la
bomba Ca?* ATPasa (PMCAA4), principal via de salida de calcio del espermatozoide, a cambio de la introduccién de protones;
el canal Hvl, encargado de la salida de protones del espermatozoide y el intercambiador Na*/Ca?*, que posibilita la entrada
de iones Na*, a cambio de la salida de iones Ca?*. Esquema tomado de Sun Xiang-hong et al. (18).

2.4. La importancia de CatSper para la fecundacién

Como se ha mencionado anteriormente, para que los espermatozoides adquieran capacidad
fecundante tienen que sufrir, dentro del tracto reproductor femenino, un proceso denominado
capacitacion.

La capacitacion espermatica implica un conjunto de cambios fisicos y bioquimicos, entre los que se
incluyen modificaciones a nivel de membrana plasmatica, como la salida de colesterol, un aumento en



la concentracién de iones intracelulares, especialmente el calcio y el bicarbonato y el aumento en la
fosforilacién de proteinas y actividad protein quinasa, que inducira los procesos de hiperactivacion
flagelar y reaccion acrosémica (3,34,35) ya mencionados en el apartado 2.1.

Para que tenga lugar la capacitacién es imprescindible un aumento del calcio intracelular, que podria
estar mediado por el canal CatSper (36). En especies como el ratdn se ha observado que CatSper juega
un papel crucial en la entrada de calcio inducida por la unién a glicoproteinas de la zona peltcida (18).

Ademas de ser esencial para la capacitacidn, el canal CatSper también es fundamental para que tenga
lugar la reaccion acrosémica, que es el ultimo evento con el que culmina la capacitacidn espermatica,
ya que este proceso es también dependiente del incremento en el calcio intracelular (37). La reaccion
acrosdmica es un proceso de exocitosis controlada en el que la membrana acrosomal externa del
espermatozoide se fusiona con la membrana plasmatica que lo rodea, provocando la liberacion de
enzimas hidroliticas que permiten al espermatozoide atravesar la zona pelucida y en ultima instancia
interactuar con la membrana plasmatica del ovocito para que tenga lugar la fusién de ambos gametos
(3). En la especie humana las células del cumulus que rodean al ovocito liberan progesterona, la cual
induce la entrada de calcio al espermatozoide a través del canal CatSper (24). Este aumento de calcio
tiene muchos efectos, no solo la induccién de la reaccién acrosémica.

Otro fendmeno importante para que tenga lugar la fecundacién es la hiperactivacion de la motilidad,
la cual es inducida por un aumento de calcio en el flagelo (38), por lo que la participacién del canal
CatSper es esencial. La hiperactivacidon espermatica se caracteriza por un aumento de la velocidad
curvilineay de la amplitud del movimiento lateral de la cabeza del espermatozoide, pasando asi de un
patrén de movimiento rectilineo a un movimiento en forma de “8”, que le permite localizar al ovocito
cuando se encuentra en sus proximidades. En espermatozoides bovinos, el aumento de pH intracelular
promueve la hiperactivacion, principalmente induciendo la entrada de calcio, pero también por otros
mecanismos que se desconocen (38). Ademas, en ratones carentes de los genes CatSperl o CatSper 2
se ha observado esterilidad, debido a que sus espermatozoides no consiguen hiperactivarse durante
la capacitacién, y ni siquiera experimentan un aumento de calcio intracelular al ser sometidos a un
tratamiento con medio con alto K* y alto pH (38). Para que se produzca la hiperactivacion flagelar
también tienen un papel importante otros canales de calcio localizados en los depésitos de calcio
intracelulares (16).

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El canal CatSper es la principal via de entrada de calcio en espermatozoides y, por tanto, estd implicado
en procesos fundamentales para que el espermatozoide adquiera capacidad fecundante y que
dependen de este segundo mensajero, como son: la capacitacion, la hiperactivacion, la reaccién
acrosémica y la quimiotaxis (18).

Para que se produzca la entrada de calcio al espacio intracelular a través del canal CatSper, se tiene
gue producir su activacién, la cual puede llevarse a cabo por diversos estimulos. En espermatozoides
humanos se ha visto que CatSper se activa por alcalinizacién intracelular, por despolarizacion de la
membrana plasmatica (voltaje) y por unién a determinados ligandos, como la progesterona (39). Sin
embargo, las distintas subunidades de CatSper, presentan porcentajes de homologia menores de lo
gue cabria esperar entre diferentes especies. Concretamente, entre la especie ovina, objeto de estudio
en este trabajo, y la especie humana, hay unos valores de homologia entre las subunidades de CatSper
de entre el 53% y el 83%.



Por este motivo, se plantea la hipoétesis de que existen diferencias en las formas de activacion del canal
CatSper en los espermatozoides de la especie ovina respecto a la especie humana.

De esta manera, el objetivo principal del presente trabajo consistié en estudiar la activacion del canal
de calcio CatSper en espermatozoides ovinos en comparacion con los espermatozoides humanos.

Para cumplir este objetivo se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Comparar el aumento de calcio intracelular en espermatozoides de humano y de morueco en
condiciones de alta concentracién extracelular de calcio.

2. Evaluar el efecto de inhibidores conocidos de CatSper en espermatozoides humanos, como
ESI-09 y H-89, en espermatozoides ovinos, comparando su accién sobre entrada de calcio en
espermatozoides de ambas especies.

3. Analizar el acimulo de calcio en espermatozoides humanos y en espermatozoides ovinos
mediante la inhibicion de la bomba PMCA4, la principal via de salida de calcio en
espermatozoides.

4. Comparar el efecto en la entrada de calcio en espermatozoides humanos y ovinos tras
exposicion a diferentes condiciones de activacion de CatSper en humano: pH alcalino,
despolarizacidn y presencia de progesterona.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Preparacion de muestras para experimentacion con semen humano
4.1.1. Obtencion de las muestras espermaticas

Las muestras de semen procedentes de donantes se obtuvieron mediante masturbacidn y eyaculacion
en un recipiente de plastico. Los individuos mantuvieron un periodo de abstinencia de tres dias
previamente a la toma de la muestra. Las muestras se dejaron licuefactar entre 30 y 60 minutos a 37
°C.

4.1.2. Seleccién espermatica mediante el método de swim-up/dextrano

El método de swim-up/dextrano se llevd a cabo con el objetivo de eliminar el plasma seminal de la
muestra y seleccionar los espermatozoides mas viables y con una mejor motilidad. Este paso permite
obtener mejores resultados debido, por un lado, a que el contacto prolongado del plasma seminal con
los espermatozoides tiene un efecto perjudicial sobre los mismos (40) y, por otro lado, a la eliminacién
de los espermatozoides que presentan la membrana dafiada y/o con peor motilidad.

En el caso de muestras espermaticas humanas el medio utilizado fue el HTF (Human Tubular Fluid),
compuesto por: NaCl 93,8 mM, KCl 4,7 mM, MgS040,2 mM, KH,PO, 0,369 mM, CaCl, 2,04 mM, HEPES
20,98 mM, glucosa 2,78 mM, lactato sédico 21,4 mM, piruvato sédico 0,33 mM y NaHCO3; 4 mM, pH
7,35.

Para llevar a cabo el proceso se utilizaron varios tubos de 50 ml inclinados 45° en una gradilla. En estos
tubos se anadid en primer lugar un volumen de 4 ml de medio HTF y a continuacidn se depositd en la
parte inferior del tubo 1 ml de semen. Seguidamente, se incubaron los tubos durante 60-90 minutos a



37 °C con una concentracion de CO; del 5%. Pasado este tiempo, se recogieron 3-3,5 ml de la fase
superior de los tubos en un tubo de 15 ml. Una vez obtenidos los espermatozoides seleccionados
mediante el swim-up, se completd el volumen del tubo con HTF y se centrifugd a 700 xg y temperatura
ambiente durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo se descartd el sobrenadante, teniendo
precaucién de no arrastrar el pellet y se resuspendidé en 500 ul de HTF para proceder al recuento de
espermatozoides.

4.1.3. Recuento de espermatozoides y calculo de la concentracion

Se realizé el contaje de espermatozoides haciendo uso de una cdmara de Neubauer, un microscopio y
un contador manual. Para ello se prepard previamente una alicuota de semen resultante del swim-up
diluido 20 veces en agua.

La férmula que se utilizé para calcular la concentracion fue la siguiente:

CélS) n° células contadas x 10* x factor de dilucién

Concentracion ( =
ml

n° cuadrantes contados

En cambio, en espermatozoides ovinos se tomé una alicuota de la muestra swim-up y se diluyé 100
veces en agua para proceder al recuento y al cdlculo de la concentracion.

4.1.4. Evaluacion de la motilidad espermatica

El estudio de la motilidad espermatica se realizé mediante un sistema automatizado de anélisis de
espermatico asistido por ordenador (CASA, Computer Assisted Semen Analysis) a través del programa
libre OpenCASA (41).

Se colocé una gota de semen obtenido del swim-up sobre un portaobjetos y se cubrié con un
cubreobjetos. La muestra se evalué con un microscopio con contraste de fases y aumento 10x, provisto
de una camara conectada al ordenador para visualizar en pantalla lo que se ve a través del ocular. Se
tomaron videos de cuatro campos distintos de cada muestra y el programa OpenCASA analizé las
trayectorias individuales de cada espermatozoide, proporcionando la informacién cuantitativa de
numerosos parametros cinéticos. En este trabajo se evaluaron los valores de motilidad total (MT) (%
de espermatozoides métiles) y motilidad progresiva (MP) (% de espermatozoides que se mueven
siguiendo una trayectoria recta).

Dado que el mddulo de motilidad del OpenCASA permite al usuario ajustar los parametros de analisis
libremente, los videos se evaluaron segln los siguientes ajustes: 60 fotogramas por segundo, 120
fotogramas, resolucion de la imagen en pixeles 800x600, tamafio minimo de la célula 10 um?, tamafio
méaximo de la célula 100 um?, motilidad progresiva, STR (coeficiente de linealidad) >80% y VAP
(velocidad media) >90%, VCL minima (velocidad curvilinea) 10 um/s, umbral menor de VCL 100 um/s,
umbral mayor de VCL 200 um/s, longitud minima de la trayectoria 30 fotogramas, y desplazamiento
maximo entre fotogramas 20 um.

El analisis de la motilidad en espermatozoides ovinos se llevd a cabo de la misma manera que en
espermatozoides humanos. La Unica diferencia es que se colocé una gota de una dilucién 1:5 de la
muestra swim-up en mHTF, ya que se trataba de una muestra mas concentrada que la humana.



4.1.5. Evaluacion de la viabilidad espermatica por citometria de flujo

La evaluacidn de la viabilidad de los espermatozoides humanos se realizé al terminar la centrifugacion
del swim-up para comprobar si al final de todo el proceso preparativo habia suficientes
espermatozoides viables para llevar a cabo los experimentos.

Se realizé una tincion fluorescente doble con ioduro de propidio (IP) y diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA). Esta tincion permite diferenciar a los espermatozoides en funcién de si presentan su
membrana plasmatica dafiada o no. Los espermatozoides que presentan la membrana integra, y por
tanto se consideran viables, quedan tefiidos de color verde debido a que el CFDA entra en la célula
dada su permeabilidad y es hidrolizado por las esterasas celulares, dando lugar a carboxifluoresceina
altamente ionizada, que no puede salir de las células que tengan la membrana intacta, quedando
retenida en su interior. Por el contrario, los espermatozoides con la membrana dafada, y por tanto
considerados no viables, quedan tefiidos de color rojo, debido a que el IP es un colorante nuclear que
solamente entra en células con la membrana dafiada y se une al ADN.

Para evaluar la viabilidad, se tomaron 300 pul de una dilucién 1:15 de la muestra en HTF y se afiadieron
3 plde CFDA (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania, 10 uM en DMSO), 3 ul de IP (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania, 7,3 uM en agua) y 3 ul de formaldehido (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, USA) 0,5% (v/v en
agua). Una vez preparada la tincion se dejé incubar 15 minutos en oscuridad a 37 °C y se evalud
mediante un citdmetro de flujo FC 500 (Beckam Coulter, Fullerton, California, USA) que cuenta con un
laser de argdn a 488 nm. Para la deteccion de la fluorescencia se usaron los filtros FL1-525 + 5 nm para
el CFDA y FL4-675 £ 5 nm para el IP permitiendo la separacién de la poblacién de espermatozoides
viables (positivos para CFDA) y espermatozoides no viables (positivos para IP). A partir de un 60% de
viabilidad se considerd que la muestra era apta para realizar los experimentos (42).

En el caso de los espermatozoides ovinos no se evalud la viabilidad, ya que presentaban tan buena
motilidad que no se sospechd que estuvieran dafiados.

4.2 Preparacion de muestras para experimentacidon con semen ovino
4.2.1. Obtencidn de las muestras espermaticas

Las muestras seminales usadas para los experimentos se obtuvieron de nueve moruecos adultos de la
raza Rasa Aragonesa, mediante vagina artificial. Estos animales pertenecen a la Asociacidon Nacional
de Ganaderos de la raza Rasa Aragonesa (ANGRA) y se encuentran estabulados en el recinto de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, concretamente en las instalaciones del Servicio
de Experimentacién Animal (SEA). Toda la experimentacion con animales llevada a cabo en este trabajo
estuvo aprobada por la resolucién PI39/17 de la Comisién Etica Asesora para la Experimentacion
Animal de la Universidad de Zaragoza, siguiendo el Real Decreto 53/2013 para la proteccion de los
animales de experimentacion del Gobierno de Espafia, que cumple con la Directiva de la Unién Europea
2010/63 sobre la proteccién de los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos.

Se obtuvieron dos eyaculados consecutivos de cada morueco, pero solamente se utilizaron para la
experimentacién la mezcla de los segundos eyaculados, ya que estudios previos demostraron que su
calidad es mayor que la de los primeros eyaculados (43). Ademas, al usar la mezcla de los segundos
eyaculados, se evita la obtencion de resultados variables por diferencias entre los individuos. La
muestra obtenida se transportd hasta el laboratorio a una temperatura controlada de 37 °C.
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4.2.2. Seleccién espermatica mediante el método de swim-up/dextrano

El método de swim-up utilizado esta basado en el establecido originalmente para espermatozoides
humanos (44), pero se modificd su composicion y se elimind la centrifugacidn, por resultar ésta
perjudicial para los espermatozoides ovinos (45).

El medio utilizado para llevar a cabo el swim-up en semen ovino se denomina mHTF (modified Human
Tubular Fluid) y estd compuesto por: NaCl 50 mM, KCl 10 mM, MgS0O,4 0,4 mM, K2HPO4 0,3 mM, HEPES
21 mM, glucosa 2,8 mM, piruvato sédico 0,33 mM, lactato sddico 18,6 mM y sacarosa 200 mM, pH
6,5.

Para llevar a cabo el proceso se depositaron 500 ul de semen en el fondo de un tubo redondeado de
15 mm de didmetro. A continuacidn, sobre la muestra depositada se anadieron 500 pl de mHTF-Dx
compuesto por 30 mg de dextrano/ml| mHTF. El dextrano sirve de barrera fisica, impidiendo el ascenso
de espermatozoides con motilidad baja y de aquellos que cuenten con alteraciones en la membrana.
Sobre la capa de mHTF-Dx se afiadieron lentamente 1,5 ml de mHTF-A, que contiene 5 mg de albimina
sérica bovina (BSA)/ml mHTF. Posteriormente, se incubd el tubo a 37 °C en posicidn vertical durante
15 minutos. Tras este tiempo se retiraron 750 pl de la fase superior y se desecharon por contener
restos de plasma seminal. Los 750 pl retirados se repusieron con mHTFA y se volvid a incubar otros 15
minutos. Se repitid el proceso tres veces mas hasta obtener 2,25 ml de muestra espermatica libre de
plasma seminal, a la que se denomind muestra swim-up.

4.3. Deteccidn del calcio intracelular por fluorimetria

La deteccidn y cuantificacion del calcio intracelular libre se realizé mediante al uso de la sonda
fluorescente Fluo-4-AM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU)). Este compuesto presenta
cambios en la intensidad de su fluorescencia verde en funcion de la concentracion de calcio (46). El
Fluo-4-AM es uno de los indicadores de calcio de alta afinidad mas brillantes y estables, presenta una
constante de disociacién (kd) de 345 nM y permite ser usado a concentracion mas baja que otras
sondas, con las consiguientes ventajas de dar menor absorbancia de fondo, tener menor toxicidad y
requerir menor tiempo de incubacién (46). Este indicador se encuentra unido a un éster acetoximetil
(AM), que concede la hidrofobicidad suficiente al compuesto para atravesar la membrana plasmatica,
permitiendo que pueda ser utilizado afiadiéndolo directamente al medio extracelular (46). Una vez
dentro de las células, las esterasas intracelulares hidrolizan el grupo AM y queda la sonda atrapada en
el interior de las células (46).

En un tubo opaco de 2 ml se afiadieron 350 pl de muestra espermatica a una concentracién de 107
cél/mly se afiadieron 1,76 pul de Fluo-4-AM 1 mM (concentracidn final de Fluo-4-AM 5 uM). Ademas,
se afiadieron 1,75 ul de acido plurdnico al 10% (v/v en agua) para alcanzar una concentracion final de
0,05%, permitiendo asi la dispersiéon del Fluo-4-AM en el medio acuoso (46). Se incubd durante 20
minutos a 37 °C en oscuridad. Después de la incubacién, se centrifugd a 700 xg durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Esta centrifugacion permite lavar la muestra y eliminar la sonda del medio,
dejando Unicamente la que haya entrado en las células. Inmediatamente después de la centrifugacion,
se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las células en mHTF o HTF, segun la especie, a una
concentracion de 2,5 x10° cél/ml.

La medicion de la fluorescencia se llevo a cabo con el fluorimetro Fluostar Omega (BMG Labtech,
Ortenberg, Alemania) equipado con un lector de microplacas. Las placas utilizadas en todos los
experimentos fueron las placas NUNC® de 384 pocillos (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU).
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En los experimentos, se depositaron las muestras espermaticas tefiidas con Fluo-4-AM en los pocillos
y en el fluorimetro se utilizé una longitud de onda de excitacion de 485-412 nm y 520 nm de emision.
Se midié en continuo y tras establecer la linea base, se inyectd por medio de una dilucién 1:3 0 1:10
(v/v) el tratamiento pertinente.

En la puesta a punto de los experimentos indicados en los apartados 4.5.2,4.5.3,4.5.4,4.5.5y 4.5.6 se
realizé una doble tincion de Fluo-4-AM y IP para comprobar que las condiciones de ensayo no daban
lugar a la rotura de la membrana plasmatica de los espermatozoides. Para ello se siguieron los pasos
de una tincidn de Fluo-4-AM convencional, pero tras el lavado por centrifugacién, las muestras se
resuspendieron con mHTF o HTF y con IP 53 uM. Como control positivo de la tincidn de IP se utilizé
saponina al 0,5% (v/v) en tampdn fosfato, PBS (del inglés, Phosphate Buffered Saline), que es un
detergente que disgrega la membrana plasmatica de los espermatozoides permitiendo entrar al IP.
Para la mediciéon de la fluorescencia correspondiente al IP, la longitud de onda de excitacién fue de
544 nmy la de emisién 650-610 nm.

Los cambios en la fluorescencia se midieron como AF/Fo (%), que representa el porcentaje de aumento
en la fluorescencia en relacidn a la linea base (47).

4.4. Medida del cambio de pH intracelular

En los experimentos en los que se estudid la activacién de CatSper mediante un cambio de pH o
mediante cambio de voltaje en medio alcalino, se llevé a cabo una tinciéon con BCECF 5 uM (2',7'-Bis(2-
carboxyethyl)-5(6)-carboxy-fluorescein, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) como control del cambio
de pH intracelular. Esta sonda fluorescente presenta un patrén de excitacién en el que hay un punto
isosbéstico a 440 nm de longitud de onda en el que la intensidad de la fluorescencia no cambia con el
pH, en cambio a 480 nm los cambios en el pH producen variaciones en la intensidad de la fluorescencia.
Se trabajo con un ratio de sefial entre ambas longitudes de onda para asi contar con una intensidad de
fluorescencia de referencia. En el laboratorio no se contd con filtros apropiados para realizar una
excitacion a 440 nm por lo que se realizé una excitacién a 380 nm, que supuso la referencia, y otra a
485 nm donde se observd cambio en la intensidad de fluorescencia en funcidn del pH. Se captd la
emision de luz a 520 nm de longitud de onda. Los cambios producidos en el ratio de fluorescencia de
BCECF (485/380) se representaron como AR/Ro (%), que supone el cambio en el ratio de fluorescencia
en relacion a la linea base establecida antes del tratamiento.

Para llevar a cabo la tincion con BCECF 5 uM se tomd una alicuota de 500 ul de semen a una
concentracion de 107 células/ml y se afiadieron 1,25 pl de BCECF 2 mM. Se dejé incubar durante 30
minutos a 37°C en oscuridad y posteriormente se realizé una centrifugacién de lavado durante 5
minutos a 700 xg y temperatura ambiente. Se retiré el sobrenadante y se resuspendié con mHTF o HTF
en funcién de la especie.

4.5. Desarrollo experimental

4.5.1. Inyeccién de alta concentracién de Ca?

Para la realizacion de esta serie de experimentos se utilizd EGTA, que quelé el calcio que pudiera haber
en el medio, de forma que cuando se realizé la inyeccién de calcio 10 mM se observé mayor aumento
de sefial de Fluo-4AM. El EGTA se anadid junto con el mHTF (espermatozoides ovinos) o HTF
(espermatozoides humanos) al resuspender las células tras la centrifugacion de lavado que sucedio a
la tincidn con Fluo-4AM. De esta forma, el volumen de 50 ul de células tefiidas que se afiadid a los
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pocillos contenia EGTA 5 mM. Posteriormente se realizé una inyeccién 1:3 de mHTF o HTF con calcio
10 mM vy tras transcurrir el tiempo conveniente de medicidn, se realizé una segunda inyeccién 1:10
(v/v) con ionomicina (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, USA) 10 uM como control positivo. La ionomicina
es un iondforo de calcio que induce la entrada maxima posible de calcio en la célula y por tanto la
maxima sefial de fluorescencia (48).

4.5.2. Inhibicién de CatSper con ESI-09 y H-89 e inyeccién de alta concentracién de Ca**

En esta serie de experimentos, tras la adicidon de 50 pl de la muestra tefiida con Fluo-4-AM y con IP en
los pocillos y la definicién de la linea base, se adicionaron 25 ul de ESI-09 y H-89 (ambos de Cayman
Chemical Company, Michigan, USA) en diferentes pocillos respectivamente para tener una
concentracién final de 20 uM de ambos inhibidores. Estos compuestos son inhibidores directos de
CatSper en espermatozoides de humano (47). Tras dejar actuar los inhibidores en los pocillos durante
5 minutos se procedio a realizar una segunda inyeccién 1:10 (v/v) con calcio 10 mM y después de medir
con el fluorimetro durante el tiempo conveniente se realizd una tercera inyeccién 1:10 (v/v) con
ionomicina 10 uM. Como control positivo para el IP se usé saponina al 0,5% (v/v).

4.5.3. Curva dosis respuesta de calmidazolium

El calmidazolium es un compuesto que disocia los complejos calcio-calmodulina en el interior de los
espermatozoides produciendo la inhibicién de la bomba PMCA4 (49), una de las principales vias de
salida del calcio en espermatozoides, favoreciendo la acumulacién de calcio en el interior celular.

En primer lugar, se afiadieron 54 ul de muestra con Ca%** 2,7 mM tefida con Fluo-4-AM y con IP a los
pocillos y, tras definir la linea base, se afiadieron 6 ul de calmidazolium (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri,
USA) a distintas concentraciones (10 uM a 3 nM). Se usé ionomicina 10 uM y saponina 0,5% (v/v) como
controles positivos de la tincidn de Fluo-4-AM y de IP, respectivamente.

4.5.4. Inhibicién de CatSper con ESI-09 y H-89 e inyeccion de calmidazolium

Para la realizacidon de estos experimentos se adicionaron 50 pl de muestra conteniendo Ca?* 2,7 mM
tefida con Fluo-4-AM y con IP. Después de definir la linea base, se afiadieron 25 pl de ESI-09 y H-89 en
pocillos distintos respectivamente para obtener una concentracion final de 20 uM de ambos
inhibidores. Se dejd actuar a los inhibidores en los pocillos durante 5 minutos y se realizé una segunda
inyeccion 1:10 (v/v) con calmidazolium a la concentracion seleccionada en funcion de los resultados
observados tras los experimentos detallados en el apartado anterior (curva dosis-respuesta).
Finalmente se realizé una tercera inyeccion 1:10 (v/v) con ionomicina 10 uM como control positivo de
la tincidn de Fluo-4-AM. Se usé saponina 0,5% (v/v) como control positivo de la tincién con IP.

4.5.5. Activacion de CatSper por alcalinizacion con NH4Cl

En los experimentos de alcalinizacidn con NH4Cl se afiadieron en los pocillos inicialmente 50 ul de
muestra con Ca%* 2,7 mM tefiida con Fluo-4-AM y con IP, se definié la linea base y, a continuacidn, se
realizd una segunda inyeccion de 25 pl con concentraciones decrecientes de NH4Cl (50 mM, 33,3 mM,
16,7 mM, 8,3 mM). Como control positivo del Fluo-4-AM se usé ionomicina 10 uM y como control
positivo del IP se usé saponina 0,5% (v/v). Como control del cambio de pH intracelular se llevé a cabo
una tincion con BCECF 5uM como se explicé en el apartado 4.4.
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4.5.6. Activacion de CatSper por cambio de voltaje con KCl en medio alcalino

En estos experimentos, se afiadieron en los pocillos 50 pl de muestra con Ca?* 2,7 mM tefiida con Fluo-
4-AM y con IP y se definié la linea base. Seguidamente se realizé una segunda inyeccion de 25 pul con
medio mHTF o HTF (segln la especie) con dos concentraciones altas de KCI (135 mM y 45 mM) y pH 8
en pocillos diferentes respectivamente. Como control positivo de la tincion de Fluo-4-AM se utilizd
ionomicina 10 uM y como control positivo de la tincion de IP se empled saponina al 0,5% (v/v). Se llevd
a cabo una tincién con BCECF 5 uM como control del cambio de pH intracelular (ver apartado 4.4).

4.5.7. Activacion de CatSper por progesterona

Para estudiar si la progesterona activa CatSper en espermatozoides de ambas especies se realizé una
curva dosis respuesta. En primer lugar, se afiadieron 50 pl de muestra tefiida con Fluo-4-AM a los
pocillos y tras establecer la linea base se afiadieron 25 ul de concentraciones decrecientes de
progesterona (10 uM a 0,3 uM en humano y 10 uM a 0,03 uM en ovino). Como control positivo se
utilizé ionomicina 10 uM.

4.6. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en estos experimentos se reflejaron como la media + S.E.M. (error estandar
de la media) del nimero de repeticiones correspondiente para cada experimento. Para llevar a cabo
el andlisis estadistico de los datos se utilizé el software GraphPad Prism 8 (Prism, La Jolla, CA, USA). La
comparacién entre el incremento de calcio intracelular en condiciones de alta concentracidn de calcio
en el medio entre las dos especies estudiadas se analizé mediante un test t no pareado. Para el resto
de los experimentos se realizé un test Shapiro Wilk sobre un test ANOVA para analizar si los datos
tenian una distribuciéon normal. En los casos en los que los datos seguian una distribucién normal, se
realizd una comparacidon multiple con el test ANOVA para observar si habia diferencias significativas
entre el control y el tratamiento, mientras que en los casos en los que los datos no seguian una
distribucién normal, se realizé el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Comparacién del efecto de la presencia de alta concentracién de Ca?* en el medio
extracelular en espermatozoides ovinos y humanos

Estos experimentos se llevaron a cabo con la intencidn de observar si se producia un aumento en la
concentracién de calcio intracelular ([Ca%'];) al exponer a los espermatozoides a altas concentraciones
de calcio en el medio, asi como identificar posibles diferencias entre las dos especies.

Como puede apreciarse (Fig. 3), en ambas especies se produjo un aumento de la [Ca%"];, medido como
AF/Fo (%). Sin embargo, este incremento fue significativamente mayor (P<0,0001) en espermatozoides
humanos que en ovinos, en presencia de la misma concentracion de calcio extracelular (10 mM).
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Figura 3. Efecto en los niveles de calcio intracelular de los espermatozoides tras su exposicion a un medio rico en calcio. A)
Grdficos representativos correspondientes a una de las repeticiones de los experimentos de exposicion de los espermatozoides
a medio mHTF (ovino) o HTF (humano) rico en calcio (10 mM). La cuantificacion del incremento de calcio intracelular se
expresa como la AF/Fo (%) emitida por el indicador fluorescente de calcio Fluo-4-AM respecto al tiempo (segundos). La linea
del control negativo no se muestra. En los grdficos se sefiala el momento de la adicion de ionomicina 10 uM como control
positivo. B) Representacion de los resultados como la media * S.E.M. de los mdximos incrementos de fluorescencia (AF/Fo) de
las repeticiones (n=4 en ovino y n=2 en humano). La existencia de diferencias significativas entre la entrada de calcio en ambas
especies se sefializa como **** (P<0,0001).

La diferencia en la entrada de calcio en ambas especies puede deberse a que los canales de entrada
de calcio, entre los que se encuentra CatSper, en espermatozoides ovinos se saturen antes y no
permitan la entrada de tanto calcio en comparacion con los espermatozoides humanos. Otra
posibilidad es que el calcio introducido en los espermatozoides ovinos sea transportado rapidamente
a los depésitos intracelulares por lo que la sonda no seria capaz de mostrar sefial de ese calcio.
Tampoco se puede descartar que, en los espermatozoides ovinos, ante una alta concentracién de
calcio intracelular, se activen rapidamente los mecanismos de salida de calcio como la bomba PMCA4
y los intercambiadores Na*/Ca?* para tratar de mantener la homeostasis (50). Ademads, en
espermatozoides humanos la entrada de calcio al citosol produce la liberacién de calcio inducida por
calcio (CICR, Ca*-induced Ca?* release) de los depdsitos intracelulares, lo cual podria explicar el gran
aumento del calcio citosélico observado (51).

5.2. Estudio del efecto de ESI-09 y H-89 en la entrada de calcio en espermatozoides ovinos y
humanos

El objetivo de esta serie de experimentos fue estudiar si la presencia de inhibidores conocidos de
CatSper en espermatozoides humanos, como son el ESI-09 y el H-89, evitaba la entrada de calcio
observada tanto en espermatozoides humanos como en espermatozoides ovinos.

En el caso de espermatozoides humanos se observd (Fig. 4A y 4B, parte superior) que al incubar los
espermatozoides con ESI-09 (20 uM) y exponer los espermatozoides a una concentracion de calcio
extracelular de 10 mM se produjo un incremento de la concentracién de calcio en el citosol de
aproximadamente la mitad que en el caso de la inhibicion con H-89 (20 uM) o en el caso del control
(sin inhibidores). Sin embargo, estas diferencias no fueron significativas (P>0,05), probablemente
debido al bajo nimero de repeticiones experimentales (n=2). A pesar de ello, estos resultados
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apuntarian a que ESI-09 es un inhibidor mds eficaz de CatSper que el H-89, o que podria ser capaz de
actuar, ademas, como inhibidor de otros canales de entrada de calcio. Ademas, ESI-09 es un inhibidor
competitivo de las EPAC (proteinas de intercambio activadas por AMPc) (52) y estas proteinas
participan en la movilizacion de calcio de los depdsitos intracelulares (53), por lo que es posible que el
menor incremento del calcio citoplasmico respecto al control y al uso de H-89 se deba también en
parte a la reduccidn de la liberacidn de calcio de los depdsitos intracelulares.
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80

Inyeccion de Ca?* 10 mM con inhibidores CatSper humano

@
=]

1001 lonom 10 uM g
l ~— ESI-09 20 uM /Ca 10 mM 5 a0
807 ca? 10mMm — H-8920 M /Ca 10 mM 2
g 60 ! — Control/Ca 10 mM 20
@ 407 0
< 20- S &
D
0 CaiRe a4
IR
200 400 600 800 & ¥ s
-20- ) ¢ @ o
Tiempo o X
A) B) ¢

Inyeccion de Ca?* 10 mM con inhibidores CatSper ovino

801

@
o
1

Inyeccion de Ca?* 10 mM con inhibidores CatSper ovino .

100
— ESI-09 20 uM /Ca 10 mM

8 lonom 10 uM — H-89 20 uM /Ca 10 mM
l — Control/Ca 10 mM

AF/Fo(%)
8
1

o
o
n
=]
1

g Cca?* 10mM
L 40 § e o NN
4 / & &S
S QS Q
| > % %
0 ] & & F
i Gl T T 1 \0\ RN
200 400 600 800 1000 & ¥ oF
-20 ) o9 @
Tiempo X

S
Figura 4. Efecto en la [Ca?*];de la exposicion de los espermatozoides humanos y ovinos a medio rico en calcio en presencia
de los inhibidores de CatSper humano ESI-09 y H-89. A) Graficos representativos de una de las repeticiones de los
experimentos de inyeccidn de calcio 10 mM en presencia de los inhibidores conocidos de CatSper en humano ESI-09 y H-89
(20 uM). Se representa el incremento de calcio intracelular como AF/Fo (%) de Fluo-4-AM respecto al tiempo (segundos) en
especie humana y especie ovina. En los graficos se indica con flechas los momentos en los que se realiza la inyeccion de calcio
10 mMy la inyeccidn de ionomicina 10 uM que sirve de control positivo. Los segundos iniciales en los que no hay incremento
de fluorescencia, corresponden a los 5 minutos de incubacion de los espermatozoides con los inhibidores. B) Representacion
de los resultados como la media £+ S.E.M. de los maximos incrementos de fluorescencia de Fluo-4-AM de las repeticiones (n=5
en ovino y n=2 en humano). En ambos casos los datos presentan una distribucién normal y se han analizado con un test
ANOVA comparando los datos obtenidos de los experimentos con ESI-09 y H-89 con los datos obtenidos del control. La
existencia de diferencias significativas entre la [Ca2*]; al usar ESI-09 en ovino y el control se sefializa como *** (P<0,001)

Cabe destacar que en el caso de espermatozoides humanos en presencia de H-89, la entrada de calcio
resulté retardada respecto al control, aunque terminé alcanzando valores similares.

Cuando se realizaron los mismos experimentos con espermatozoides ovinos expuestos a un medio con
alta concentracién de calcio (10 mM) (Fig. 5A y 5B, parte inferior), los resultados fueron sorprendentes,
ya que la incubacién con ESI-09 no sdélo no inhibid la entrada de calcio, si no que dio lugar a una
significativamente mayor entrada del mismo en comparacion con el control (sin inhibidores) (P<0,001).
Este resultado nos hizo sospechar que el ESI-09 20 uM podria ser téxico para los espermatozoides
ovinos, por lo que se realizaron tinciones con IP para estudiar si los espermatozoides conservaban la
integridad de su membrana plasmatica. Para comprobar que la tincién con IP funcionaba
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correctamente, se utilizd saponina al 0,5% (v/v). En el Anexo | se muestra la curva dosis-respuesta
realizada para determinar la concentracion de este detergente en el ensayo.

Ni la exposicidn de los espermatozoides a ESI-09 ni a H-89 produjo un aumento en la sefial de ioduro
de propidio (Fig. 5), por lo que se descartd que estos compuestos provocaran dafios en la membrana
plasmatica que justificaran el aumento de la sefial de Fluo-4-AM. Seria necesario realizar mas estudios
para determinar si realmente se trata de un compuesto que potencia la entrada de calcio en
espermatozoides ovinos o si el aumento de la sefial de Fluo-4-AM es por otro motivo que
desconocemos.

Estudio de la posible toxicidad de los inhibidores ovino

300
Saponina 0,5% ESI-09 20 uM

200 ‘ — H-8920 pM
g Control/ Saponina 0,5%
2 1004
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Figura 5. Grdfico representativo del incremento de sefal de ioduro de propidio (IP) respecto al tiempo (segundos). La sefial
de IP aumenta al producirse una disrupcion en la membrana plasmadtica de los espermatozoides que permita a la sonda entrar
a la célula y unirse al ADN. En este caso, se puede ver como unicamente al inyectar saponina al 0,5% (v/v) como control
positivo de dafio de membrana se produjo un aumento de la sefial de IP.

Por otro lado, el H-89 en espermatozoides ovinos no presentd efectos inhibitorios sobre CatSper (Fig.
4A y 4B, parte inferior), puesto que la sefial de Fluo-4-AM captada fue similar en todo momento a la
obtenida en el control. Esto puede explicarse por el hecho de que existen diferencias entre los canales
CatSper de los espermatozoides de especie humana y ovina, que hacen que el compuesto con efectos
inhibitorios en la especie humana no produzca los mismos efectos en la especie ovina.

5.3. Evaluacion de la entrada basal de calcio en espermatozoides ovinos y humanos
mediante la exposicidn a diferentes concentraciones de calmidazolium

Con esta serie de experimentos se pretendid estudiar la entrada basal de calcio a través de CatSper,
sin activar los canales por ninguno de los tres mecanismos conocidos. Para ello se utilizé calmidazolium
(CZ), un compuesto que disocia el complejo calcio-calmodulina, el cual es esencial para la activacion
de la bomba PMCA4, que expulsa Ca** del interior celular. De esta manera, al incubar los
espermatozoides con calmidazolium se inhibe la salida de calcio por PMCAA4.

Se puede observar (Fig. 6) como el calmidazolium ejercié un efecto dosis-dependiente en la [Ca%*]ien
los espermatozoides de ambas especies. Tanto en humano como en ovino, se alcanzaron [Ca%];
similares al incubar los espermatozoides con calmidazolium 10 uM (Fig. 6B). Sin embargo, al incubarlos
con una concentracién de 3 uM de calmidazolium, en la especie humana se obtuvo menor incremento
de calcio intracelular que en la especie ovina. En ninguna de las especies las concentraciones de
calmidazolium estudiadas produjeron rotura de la membrana plasmatica (no se muestra grafica).

En la especie humana se apreciaron diferencias significativas (P<0,0001) entre las [Ca*"]; obtenidas al
incubar los espermatozoides con calmidazolium 10 uM y 3 uM. También se observaron diferencias
significativas (P<0,01) entre las [Ca**];medidas al incubar los espermatozoides con calmidazolium 3 uM
y 1 uM. Por el contrario, en la especie ovina, pese a observarse una dependencia entre la concentracién
de calmidazolium y la cantidad de calcio intracelular, los resultados tras la medida del calcio fueron
muy variables y no existieron diferencias estadisticamente significativas entre concentraciones de
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calmidazolium consecutivas (no habia diferencias significativas entre el calcio intracelular medido al
usar CZ 10 uM y 3 uM, pero si entre usar CZ 10 uM y CZ 0,3uM).

Curva dosis-respuesta Calmidazolium humano
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Figura 6. Efecto en la [Ca?*]; de la incubacion de los espermatozoides con diferentes concentraciones de calmidazolium. A)
Grdficos representativos de los experimentos de incubacion de los espermatozoides humanos y ovinos con calmidazolium. Se
representa el incremento de calcio intracelular como AF/Fo (%) de Fluo-4-AM respecto al tiempo (segundos). El control
negativo no se muestra. B) Representacion de los resultados como la media * S.E.M. de los mdximos incrementos de
fluorescencia de las repeticiones (n=4 en ovino y n=2 en humano). En los experimentos en humano los datos presentan una
distribucion normal y se ha analizado mediante un test ANOVA de comparacion multiple la existencia de diferencias
significativas en los niveles de calcio entre todas las concentraciones ensayadas de CZ (* P <0,0001 entre las concentraciones
marcadas; # P <0,01 entre las concentraciones marcadas). En los experimentos en ovino los datos no presentan una
distribucion normal y han sido analizados mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, sin apreciarse diferencias
significativas entre concentraciones consecutivas.

5.4. Analisis del efecto de la combinacidn de la inhibicion de CatSper y la inhibicién de la
bomba PMCA4 en espermatozoides ovinos y humanos

En este caso, se traté de inhibir CatSper (mediante ESI-09 y H-89) a la vez que la salida de Ca* por
inhibicién de la bomba PMCA4 (mediante calmidazolium) para analizar el efecto en la [Ca®]; en
espermatozoides de especie humanay especie ovina. La concentracién de calmidazolium que se utilizé
fue de 10 uM, puesto que se determind en la serie de experimentos anteriores (Fig. 7) que es la
concentracion, de entre las estudiadas, que producia una mayor inhibicién de PMCAA4.

En la especie humana se aprecio (Fig. 7) como la combinacién de ESI-09 y calmidazolium produjo un
menor incremento de calcio que la combinacion de H-89 y calmidazolium y que el control
(calmidazolium sin inhibidores de CatSper), lo cual concuerda con lo observado en anteriores
experimentos (Fig. 4), donde se apreciaba que el ESI-09 era mas eficaz inhibiendo la entrada de calcio
que el H-89. En cuanto al estudio del H-89, la [Ca®*]; medida al combinar la inhibicién de CatSper con
calmidazolium fue ligeramente menor a la obtenida en el control (Fig. 7), lo cual también concuerda
con el ligero efecto inhibitorio de H-89 observado (Fig. 4). Sin embargo, estas diferencias no fueron
significativas (p>0,05), probablemente debido al escaso nimero de repeticiones experimentales (n=2).
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Por otro lado, en la especie ovina se observo (Fig. 7) como, al contrario de lo que ocurria al incubar los
espermatozoides con ESI-09 y exponerlos a una alta concentracidn de calcio (Fig. 4), en este caso el
incremento de calcio intracelular observado fue significativamente menor que en el control y en el
caso del uso de H-89 (P<0,01). Esto puede deberse a que el gran incremento en la [Ca%*];producido por
la incubacidon de espermatozoides ovinos con ESI-09 en presencia de calcio (Fig. 4), sumado a la
inhibicidn de la salida de calcio por PMCA4, ponga en marcha algin mecanismo de salida de calcio para
regular la homeostasis de este cation. Ademas, el calmidazolium solo bloquea la salida de calcio por
PMCAA4, pero hay mas vias de expulsidon de calcio al medio extracelular, como los intercambiadores
Na*/Ca**y también hay bombas SERCA (Ca2*-ATPasa de reticulo sarco(endo)pldsmico) que introducen
el calcio del citosol a los depdsitos intracelulares (54). También hay que tener en cuenta que el
calmidazolium puede tener muchos otros efectos en el espermatozoide, ademas de la inhibicidn de
PMCA4, como por ejemplo la inhibicidén de la desfosforilacion de fosfotirosinas, en espermatozoides
humanos (55), por lo que es probable desconozcamos otras implicaciones del calmidazolium en la
regulacién de la [Ca®*];. En cuanto al H-89, se corrobord la idea de que no produce efectos inhibitorios
en CatSper de espermatozoides ovinos, puesto que la [Ca%"]; medida fue en todo momento similar a la

obtenida en el control.

En ninguna de las especies las condiciones ensayadas han producido un aumento en la sefial de ioduro
de propidio, por lo que no existe dafio a nivel de la membrana plasmatica (no se muestra grafica).
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Figura 71. Efecto en la [Ca?']; de la combinacion de la inhibicién de CatSper y la inhibicion de PMCA4. A) Grdficos
representativos de una de las repeticiones de los experimentos de inyeccion de calmidazolium 10 uM en presencia de ESI-09
y H-89. Se representa el incremento de calcio intracelular como AF/Fo (%) de Fluo-4-AM respecto al tiempo (segundos) en la
especie humana y ovina. En los grdficos se indica con flechas los momentos en los que se realiza la inyeccion de calmidazolium
10 uM y la inyeccion de ionomicina 10 uM que sirve de control positivo. B) Representacion de los resultados como la media +
S.E.M. de los mdximos incrementos de fluorescencia de Fluo-4-AM de las repeticiones (n=4 en ovino y n=2 en humano). En
ambos casos los datos presentan una distribucion normal y se han analizado con un test ANOVA comparando los datos
obtenidos en los experimentos con ESI-09 y H-89 con los resultados obtenidos del control. La existencia de diferencias
significativas entre la [Ca?*]; medida al usar ESI-09 y calmidazolium respecto al control se indica como ** (P<0,01).
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5.5. Estudio del efecto de la alcalinizacion intracelular en la entrada de calcio en
espermatozoides ovinos y humanos

La alcalinizacion intracelular es una de las formas de activacién de CatSper conocidas en
espermatozoides humanos (16). En estos experimentos se pretendié estudiar si la alcalinizacién
intracelular mediante NH4Cl producia también la activacién de CatSper en espermatozoides ovinos.

En el caso de los experimentos en espermatozoides humanos se observé (Fig. 8) un efecto dosis-
dependiente del NH4Cl en el incremento de [Ca?*].. Los incrementos de [Ca?*]; obtenidos no fueron tan
elevados como los descritos por otros grupos de investigacion (56), probablemente debido a que en
dichos grupos los donantes de muestra seminal fueron seleccionados en funciéon de su calidad
espermatica y en nuestro caso los donantes fueron voluntarios, que podrian haber transportado la
muestra en condiciones no ideales hasta el laboratorio, a pesar de las indicaciones recibidas. Aun asi,
todas las concentraciones ensayadas produjeron incrementos de [Ca2*); diferentes significativamente
de la [Ca?*]; medida en el control (P<0,001 con NH4Cl 50 mM y NH4Cl 33,3 mM, P<0,01 con NH4Cl 16,7
mM, P<0,05 con NH,Cl 8,3 mM).

Por otro lado, en los experimentos en espermatozoides ovinos, no se aprecio (Fig. 8) una relacién clara
entre la concentracion de NH,Cly el incremento de [Ca?*];. Se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas en el incremento de [Ca%*]; obtenido al incubar los espermatozoides con NH4Cl 50 mM
respecto al control, aunque dicho incremento de [Ca®*]i no superd el 5%. Estos resultados apuntarian
a que la alcalinizacién intracelular por si sola sea no seria capaz de producir la activacién de CatSper.
Esto concordaria con resultados de otros grupos de investigacion que demuestran que, en
espermatozoides ovinos, la concentracién de calcio intracelular no se modifica mediante cambios en
el pH intracelular solamente (57).

En ninguna de las especies, la incubacién de los espermatozoides con las concentraciones de NH,Cl
estudiadas supuso un aumento en la sefial de ioduro de propidio, por lo que no se produjo dafio a nivel
de la membrana plasmatica (no se muestra gréfica).
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Figura 8. Efecto en la [Ca?*];de la alcalinizacion intracelular producida por la incubacién de los espermatozoides con NH4CI.
A) Grdficos representativos de una de las repeticiones de los experimentos de inyeccion de diferentes concentraciones de
NH,CI. Se representa el incremento de calcio intracelular como AF/Fo (%) de Fluo-4-AM respecto al tiempo (segundos) en
especie humana y especie ovina. En los grdficos se sefiala con una flecha el momento en el que se realiza la inyeccion de
ionomicina 10 uM en los pocillos control. B) Representacién de los resultados como la media *+ S.E.M. de los mdximos
incrementos de fluorescencia de Fluo-4-AM de las repeticiones (n=4 en ovino y n=2 en humano). En ambos casos los datos
presentan una distribucion normal y se han analizado con un test ANOVA comparando los datos obtenidos con cada
concentracion de NH4Cl con el control antes de la inyeccién de ionomicina. La existencia de diferencias significativas entre
[Ca?*]; medida al incubar los espermatozoides con NH4Cl y el control se sefializan ***(P <0,001), **(P <0,01) y * (P<0,05).

Con el objetivo de comprobar que el NH4Cl estaba produciendo la alcalinizacion intracelular de los
espermatozoides, se llevd a cabo una tincién con BCECF 5uM. Los resultados mostraron (Fig. 9) como
en ambas especies se produjo un incremento del pH intracelular al incubar los espermatozoides con
las distintas concentraciones de NH4CI.
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Figura 9. Control del incremento de pH intracelular al incubar los espermatozoides con diferentes concentraciones de NH,Cl
en especie humana (izquierda) y ovina (derecha). El incremento de pH intracelular se representa como AR/Ro (%) respecto al
tiempo (segundos) en ambos casos.

5.6. Evaluacion del efecto de la despolarizacion de membrana plasmatica en la entrada de
calcio en espermatozoides ovinos y humanos

En estos experimentos se estudié la activacién de CatSper por despolarizacion de la membrana
plasmatica, otro de los mecanismos de activacion descritos. Para ello se incubaron los
espermatozoides humanos y ovinos en medio alcalino (pH 8) con elevada concentracidn de K*, ya que,
segun resultados de otros grupos de investigacion, la entrada de calcio dependiente de despolarizacion
es mayor si el pH del medio extracelular es alcalino (58).

En espermatozoides humanos se aprecidé (Fig. 10) un incremento de la [Ca?*]i dependiente de la
concentracién de KCl en el medio a pH 8, aunque solo con la concentracion mas elevada (135 mM) se
observaron diferencias estadisticamente significativas respecto al control (P<0,01). Los resultados
concuerdan con los obtenidos por otros grupos de investigacion (58). Por otro lado, se ha descrito que
ratones knockout para CatSperl no experimentan una entrada de calcio dependiente de
despolarizacion, por lo que se confirma que, también en esta especie, la entrada de calcio se produce
a través de CatSper en estas condiciones (59).

En espermatozoides ovinos también se evidencié (Fig. 10) un aumento en la [Ca%"]; dependiente de la
concentracién de KCl en el medio a pH 8 (P<0,05 entre KCl 135 mM y el control), pero menor que el
observado en espermatozoides humanos en las mismas condiciones. Los resultados corroboran lo
propuesto por otros grupos (57), que sefialan que el tratamiento de espermatozoides ovinos con un
medio alcalino con alta concentracion de K* produce un incremento de calcio intracelular y del pH
intracelular consecuencia de la despolarizacion de la membrana.
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Activacién de CatSper por alto K*y pH 8 humano
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Figura 10. Efecto en la [Ca?*]; de la despolarizacion de membrana producida por la incubacién de los espermatozoides con
altas concentraciones de K* y pH 8. A) Grdficos representativos de una de las repeticiones de los experimentos de inyeccion
de KCl 135 mM y 45 mM. Se representa el incremento de calcio intracelular como AF/Fo (%) de Fluo-4-AM respecto al tiempo
(segundos) en especie humana y especie ovina. En los grdficos se sefiala con una flecha el momento en el que se realiza la
inyeccion de ionomicina 10 uM en los pocillos control. B) Representacion de los resultados como la media + S.E.M. de los
madximos AF/Fo (%) de Fluo-4-AM de las repeticiones (n=5 en ovino y n=2 en humano). En los experimentos en humano los
datos presentan una distribucion normal y se ha analizado mediante un test ANOVA de comparacion multiple la existencia de
diferencias significativas en los niveles de calcio entre las concentraciones ensayadas de KCl y el control antes de la inyeccion
de ionomicina. La existencia de diferencias significativas respecto al control se sefiala con **(P< 0,01). En los experimentos en
ovino los datos no presentan una distribucion normal y han sido analizados mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.
La existencia de diferencias significativas respecto al control se sefiala con *(P <0,05).

Para comprobar si la despolarizacién de membrana producida por el tratamiento con elevado K* habia
producido la alcalinizacién intracelular de los espermatozoides, se llevd a cabo una tincion con BCECF
5 uM. Los resultados mostraron (Fig. 11) que en la especie ovina se produjo un claro incremento del
pH intracelular dependiente de la concentracién de KCl utilizada en un medio a pH 8. En
espermatozoides humanos no se ha podido demostrar que se produzca incremento del pH intracelular.
Se requeririan mas experimentos para confirmar si en espermatozoides humanos la despolarizacién
de membrana con altas concentraciones de K* produce incrementos en la entrada de calcio sin

aumentar el pH intracelular.

Incremento del pH intracelular humano Incremento del pH intracelular ovino
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Figura 11. Control del incremento de pH intracelular al incubar los espermatozoides con diferentes concentraciones de KCI
en especie humana (izquierda) y ovina (derecha). El incremento de pH intracelular se representa como AR/Ro (%) respecto al
tiempo (segundos) en ambos casos.
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En ninguna de las especies las condiciones ensayadas produjeron un aumento en la sefial de ioduro de
propidio (no se muestra grafica).

5.7. Efecto de la progesterona en los niveles de calcio intracelular en espermatozoides
ovinos y humanos

El objetivo de este experimento fue estudiar si la progesterona es capaz de activar el canal CatSper en
espermatozoides ovino, al igual que se ha descrito en espermatozoides humanos. Para ello se evalud
el efecto de diferentes concentraciones de progesterona (0,3 nM a 10 uM en humano y 0,03 uM a 10
UM en ovino) en el incremento de la [Ca?*]ien espermatozoides humanos y ovinos.

En los experimentos en espermatozoides humanos se aprecio (Fig. 12) un inmediato incremento en la
[Ca?*]; dependiente de la concentracién de progesterona en el medio. Se observaron diferencias
significativas en los incrementos en la [Ca?*]; producidos por las concentraciones mas elevadas de
progesterona (10 uM y 3 uM) respecto al control (P<0,05). Al igual que ocurria con la activacién por
alcalinizacion intracelular, los incrementos de [Ca?']; fueron menores que los alcanzados en
experimentos de otros grupos de investigacidn (56), lo cual puede deberse a diferencias de calidad o
estado de la muestra seminal de trabajo, ya que el control positivo con ionomicina 10 uM tampoco
produjo un gran aumento en la [Ca?*]i. A pesar de ello, los resultados de este TFG corroboran que la
progesterona induce la entrada de calcio a través de CatSper en espermatozoides humanos (56).
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Figura 12. Efecto en la [Ca?*]; de la exposicion de espermatozoides humanos y ovinos a diferentes concentraciones de
progesterona. A) Grdficos representativos de una de las repeticiones de los experimentos de inyeccion de diferentes
concentraciones de progesterona. Se representa el incremento de calcio intracelular como AF/Fo (%) de Fluo-4-AM respecto
al tiempo (segundos) en especie humana y especie ovina. En los grdficos se sefiala con una flecha el momento en el que se
realiza la inyeccion de ionomicina 10 uM en los pocillos control. B) Representacion de los resultados como la media + S.E.M.
de los mdximos incrementos de fluorescencia de Fluo-4-AM de las repeticiones (n=2 en ovino y n=2 en humano). En los
experimentos en humano los datos no presentan una distribucion normal y han sido analizados mediante el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis. La existencia de diferencias significativas respecto al control se indica como *(P<0,05). En los
experimentos en ovino los datos presentan una distribucion normal y se han analizado mediante un test ANOVA de
comparacion multiple, sin observarse diferencias estadisticamente significativas entre los efectos en el calcio intracelular de
la progesterona y el control.
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En contraposicién, no se observé (Fig. 12) ningun incremento en la [Ca®']; al exponer los

espermatozoides ovinos a diferentes concentraciones de progesterona. Estos resultados indicarian

gue el canal CatSper ovino no es activado por unién a progesterona, igual que tampoco ocurre en otras

especies como el raton (27).

6. CONCLUSIONES

1.

Los espermatozoides ovinos acumulan mucha menos cantidad de calcio en el citosol que los
espermatozoides humanos al ser expuestos a un medio extracelular con Ca?* 10 mM.

El inhibidor de CatSper ESI-09, no sélo no inhibe la entrada de calcio en los espermatozoides
ovinos, a diferencia de lo observado en espermatozoides humanos, si no que da lugar a un
incremento en la concentracion de calcio intracelular. En cambio, el inhibidor H-89 no ejerce
ningun efecto observable en la entrada de calcio en espermatozoides ovinos, aunque en
espermatozoides humanos se produce un incremento retardado de la concentracién de calcio
intracelular.

En los espermatozoides de ambas especies, ovino y humano, se producen valores similares de
entrada basal de calcio cuando no se activa especificamente CatSper y no hay elevada
concentracién de calcio en el medio extracelular.

De los métodos de activacion de CatSper estudiados, solo la despolarizacion de membrana
plasmatica usando un medio con alta concentracion de K* y pH 8, da lugar a un incremento de
calcio intracelular en espermatozoides ovinos, mientras que en espermatozoides humanos los
tres métodos de activacion de CatSper estudiados producen un incremento de calcio
intracelular.

CONCLUSIONS

1.

Ram spermatozoa accumulate much less calcium in the cytosol than human spermatozoa
when exposed to an extracellular medium with Ca2* 10 mM.

The CatSper inhibitor ESI-09 not only is unable to inhibit the calcium entry in ram sperm, unlike
that observed in human sperm, but it leads to an increase in intracellular calcium
concentration. In contrast, inhibitor H-89 has no significant effect on calcium entry in ram
spermatozoa, although a delayed increase in intracellular calcium concentration occurs in
human sperm.

In spermatozoa of both species, ovine and human, similar values of basal calcium entry are
produced when CatSper is not specifically activated and there is no high concentration of
calciumin the extracellular medium.

Among the CatSper activation methods studied, only the depolarization of the plasma
membrane using a medium with a high concentration of K* and pH 8, produce an increase in
intracellular calcium in ram sperm, while in human sperm the three methods of activation
produce an increase in intracellular calcium.
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8. ANEXOS

ANEXO I. Curva dosis respuesta de saponina

Se realizd una curva dosis respuesta de saponina para determinar la concentracion adecuada a la que
cargar la saponina para utilizarla como control positivo de los experimentos en los que se usé ioduro
de propidio como sonda para estudiar la integridad de la membrana plasmatica de los
espermatozoides. Se decidid finalmente utilizar la concentracidn de saponina 0,5% (v/v) por ser la que
proporciond una sefial de fluorescencia mayor.

Curva dosis-respuesta Saponina

2 —

00 — 0,5%

1504 — 0,1%
< — 0,05%
S 100 '
S — 0,01%
g ,
5 SO-W 0,005%

0
100 200
-50- Tiempo

Anexo . Grdfico de la curva dosis respuesta de saponina. Se representan los incrementos en la sefial de ioduro de propidio
(AF/Fo (%)) respecto al tiempo (segundos) a diferentes concentraciones de saponina.
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