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Aplicacion de calmodulina como capacitador espermatico

MD Arellano Carillo,* A Borrego,* E Soto Canales,* R Rivas Caceres*

RESUMEN

Objetivo: mostrar el comportamiento de los espermatozoides humanos expuestos a calmodulina (CaM) y a otros factores, como
acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosulfénico (HEPES), adenosin trifosfato (ATP) y voltajes.

Material y método: la muestra fue de tres pacientes con cinco dias de abstinencia sexual. Se utilizaron una camara de Makler (ob-
tenida de Invitrogen®), un amplificador de patch clamp EPC 7 (HEKA Elektronik) y un sistema de adquisicion analégico-digital de 12
bits (Indec Systems), asi como acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosulfénico (HEPES), adenosin trifosfato (ATP) y calmodulina
(CaM), obtenidos de Sigma-Aldrich. Las muestras en fresco se refrigeraron a 4°C durante 24 horas. Posteriormente, se realizé la
espermatobioscopia directa (EBD) utilizando los criterios de la Organizacién Mundial de la Salud (1999) y teniendo en cuenta el vo-
lumen de la muestra, el nUmero de espermatozoides que contenia cada mililitro y el porcentaje de espermatozoides con movilidad, y
ésta se clasificé asi: A) movimiento progresivo rapido, B) movimiento progresivo lento, C) in situ, y D) sin movimiento.

Resultados: las muestras perdieron movimiento después de permanecer 24 horas en refrigeracion; se cuantificaron 42 X 106 esper-
matozoides sin movimiento. Se utilizé un mililitro de solucién de HEPES y los espermatozoides recuperaron el movimiento (B + C) en
80%. La utilizacion de CaM (1 pg/pL) y ATP (1 mM) también activé a los espermatozoides, ya que 90 a 100% de éstos recuperaron
el movimiento (A + B). En el grupo control hubo pérdida de movimiento a las ocho horas; con CaM el movimiento se perdi6 aproxima-
damente a los 20 min, y las moléculas de CaM y ATP se asociaron al parecer, ya que ambas moléculas se encuentran implicadas en
mantener el equilibrio de Ca?", lo cual confiri® mayor tiempo de movimiento espermatico (aproximadamente 20 horas). En el grupo
control (tratamiento 1) los espermatozoides perdieron movimiento debido a que durante 24 horas permanecieron a 4°C. Con HEPES
(tratamiento 2) el movimiento de los espermatozoides aumenté. Con la utilizacién de CaM-ATP (tratamiento 3) se observé que el
movimiento espermatico fue superior al tratamiento 1 (grupo control) y al tratamiento 2 (con HEPES).

Conclusion: con la calmodulina (CaM) el movimiento se pierde a los 20 min. Con la utilizacion de HEPES el movimiento de los esper-
matozoides aumento por los fosfatos que contiene. CaM y ATP mostraron asociacion, lo que le confirié mayor tiempo de movimiento
progresivo (A + B) al espermatozoide, y cuando los espermatozoides fueron sometidos a diferentes estimulos eléctricos, se detecté que
el movimiento espermatico desciende cuando se aplican mayores estimulos eléctricos, probablemente por alteracion de las proteinas
voltaje dependientes, que son importantes para la capacitacion espermatica. La apertura de los canales de Ca?* de la membrana
plasmatica, dependientes de CaM y ATP, probablemente promueve la capacitacion espermatica. Con los resultados de este trabajo
la calmodulina (CaM) puede establecerse como una nueva técnica de reproduccion asistida en inseminacion artificial en humanos.
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ABSTRACT

Objective: To show the behavior of human sperm exposed to calmodulin (CaM) and other factors, such as 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazine-ethanesulfonic acid (HEPES), adenosine triphosphate (ATP) and voltages.

Material and method: The sample was obtained from three patients with five days of sexual abstinence. We used a Makler cham-
ber (obtained from Invitrogen®), a patch clamp amplifier EPC 7 (HEKA Elektronik) and an analog-digital acquisition of 12 bits (Indec
Systems) and 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine-ethanesulfonic acid (HEPES), adenosine triphosphate (ATP) and calmodulin (CaM),
obtained from Sigma-Aldrich. The samples were refrigerated fresh at 4°C for 24 hours. Subsequently, semen samples was performed
directly (EBD) using the criteria of the World Health Organization (1999) and taking into account the volume of the sample, the num-
ber of sperm contained in each milliliter and the percentage of sperm motility and it was classified as follows: A) rapid progressive
movement, B) slow progressive motion, C) in situ, and D) without movement.

Results: Samples movement lost after 24 hours under refrigeration, were measured 42 X 10° sperm without movement. One milliliter of
HEPES solution was used and recovered sperm movement (B + C) in 80%. The use of CaM (1 mg/uL) and ATP (1 mM) also activated
the sperm, as 90 to 100% of these recovered movement (A + B). In the control group there was lost of movement at the hour 8, with
CaM motion was lost approximately in 20 min, and molecules CaM and ATP are apparently associated because both molecules are
involved in maintaining the balance of Ca?*, which conferred more sperm movement time (approximately 20 hours). In the control group
(treatment 1) sperm lost movement because they remained for 24 hours at 4°C. With HEPES (treatment 2) sperm movement increased.
With the use of CaM-ATP (treatment 3) sperm movement was superior to treatment 1 (control group) and treatment 2 (with HEPES).
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Conclusion: With calmodulin (CaM) the motion is lost after 20 min. With the use of HEPES sperm movement increased by phosphates
in it. CaM and ATP showed an association, which gave him more time progressive movement (A + B) sperm, and when the sperm were
submitted to different electrical stimuli, sperm movement down when higher electrical stimulation is applied, probably by alteration
of voltage-dependent proteins that are important for sperm capacitation. The opening of ATP- and CaM-dependent Ca?* channels of
the plasma membrane probably promotes sperm capacitation. With the results of this work calmodulin (CaM) can be established as
a new technique of assisted reproduction in artificial insemination in humans.
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(ATP).

1 proceso de capacitaciéon del espermato-

zoide, un requisito indispensable para que

ocurra la fecundacién en mamiferos, es un

proceso dinamico y complejo que ocurre
normalmente en el tubo genital femenino y que modi-
fica, entre otros muchos fendmenos, las propiedades
de la membrana plasmaética, lo cual le confiere al es-
permatozoide la capacidad de responder a estimulos
externos y de desencadenar la reaccion acrosomal y la
subsecuente penetracion al 6vulo. La albimina sérica
desempefia una funcion determinante en los cambios
membranales que ocurren en los espermatozoides
durante la capacitacion; también se ha demostrado
que ésta incrementa la llamada “corriente de ventana”
en las células espermatogénicas del raton; es decir, el
influjo de Ca?* que normalmente se observa durante el
reposo.! En contraposicion a este efecto estimulatorio,
se ha visto que cuando el B-estradiol se aplica en las
concentraciones micromolares inhibe significativa-
mente en dichas células la actividad de canales de
Ca?". Estos resultados sugieren que la albumina y el
estradiol podrian tener una funcion importante en la
regulacion de canales de Ca?* en las células esperma-
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togénicas y, asimismo, pudieran ser importantes en el
proceso de capacitacion espermatica.! Ademas de los
cambios que ocurren en el Ca**, uno de los eventos
centrales en el proceso de capacitacion es el desarrollo
de una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica,
hiperpolarizacion que se asocia con eflujo de K*.>* Es-
tudios electrofisiologicos en células espermatogénicas
han resultado de enorme utilidad para establecer la
funcionalidad de la capacitacion del espermatozoide.
Hagiwara y Kawa’® inicialmente demostraron que la
corriente de Ca** aumentaba durante la espermato-
génesis, mientras que la corriente de K™ disminuia.
Algunos estudios han sugerido la existencia de un tipo
adicional de canales de K" activado por ATP y sensible
a caribdotoxina (CTX).® Este tipo de corriente también
puede activarse por iondforos de Ca*", lo que sugiere
que se trata de una corriente a través de canales de
K" activados por Ca?*. En general, cualquier agente
que cause entrada de Ca*" dentro del acrosoma del
espermatozoide y que cause un incremento en el pH
ocasionara capacitacion espermatica.” La calmodulina
(CaM) también esta implicada en la regulacion de flujos
de Ca?" a través de las membranas.® La CaM ejerce su
accion a través de la activacion de la ATPasa de Ca?',°
enzima localizada en la region posacrosomal de la
cabeza espermatica. La funcidn de esta enzima es man-
tener bajas las concentraciones intracelulares de Ca**
mediante el bombeo de este cation al exterior celular;
en la actualidad se ha identificado la existencia de la
enzima PMCAA4b en el espermatozoide humano, enzima
que desempeiia una funcién importante en la hiperacti-
vidad, movilidad y fertilidad del espermatozoide;'® esta
enzima es activada por CaM, entre otras proteinas. El
objetivo de este trabajo es mostrar el comportamiento
de los espermatozoides humanos expuestos a CaM y a
otros factores, como HEPES, ATP y voltajes.
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MATERIAL Y METODO

La muestra fue de tres pacientes con cinco dias de
abstinencia sexual. Se utilizaron una caAmara de Makler
(obtenida de Invitrogen®), un amplificador de patch
clamp EPC 7 (HEKA Elektronik) y un sistema de adqui-
sicion analogico-digital de 12 bits (Indec Systems), asi
como 4cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosul foni-
co (HEPES), adenosin trifosfato (ATP) y calmodulina
(CaM), obtenidos de Sigma-Aldrich.

Las muestras en fresco se refrigeraron a 4°C durante
24 horas. Posteriormente, se realiz6 la espermatobios-
copia directa utilizando los criterios de la Organizacién
Mundial de la Salud (1999)" y teniendo en cuenta
el volumen de la muestra, el nimero de espermato-
zoides que contenia cada mililitro y el porcentaje de
espermatozoides con movilidad, y ésta se clasificé asi:
A) movimiento progresivo rdpido, B) movimiento
progresivo lento, C) in situ, y D) sin movimiento. Se
consider6 el nimero total de espermatozoides moviles
utiles (A + B); estas caracteristicas se tomaron en cuenta
solo para la movilidad espermdtica con HEPES a 20 mM,
ATP a1 mM, CaM a 1 pg/uL y diferentes voltajes (0.5,
3.0y 5.0 mV). Posteriormente, se observé el comporta-
miento espermdtico en todas las variaciones.

RESULTADOS

Las muestras perdieron movimiento después de perma-
necer 24 horas en refrigeracion; se cuantificaron 42 X
10° espermatozoides sin movimiento. Se utilizé 1 mL de
solucion de HEPES y los espermatozoides recuperaron
el movimiento (B + C) en 80%. La utilizacion de CaM
(1 pg/ul) y ATP (1 mM) también activo a los esper-
matozoides, ya que 90 a 100% de éstos recuperaron el
movimiento (A + B).

En la Figura 1 se muestra cémo se movieron los
espermatozoides en relacion con diferentes tiempos.
En el grupo control hubo pérdida de movimiento a las
ocho horas (Figura 1A); con CaM el movimiento se
perdié aproximadamente a los 20 min (Figura 1B), y
las moléculas de CaM y ATP se asociaron al parecer,
ya que ambas moléculas se encuentran implicadas en
mantener el equilibrio de Ca*, lo cual confirié mayor
tiempo de movimiento espermadtico (aproximadamente

20 horas [Figura 1C]). La pérdida de enzimas regula-
doras del equilibrio de Ca* causa pérdida de movilidad
y fertilidad, las cuales son necesarias para atravesar el
tubo genital femenino.'?

En la Figura 2 se observé que en el grupo control
(tratamiento 1) los espermatozoides perdieron movi-
miento debido a que durante 24 horas permanecieron a
4°C. Con HEPES (tratamiento 2) el movimiento de los
espermatozoides aumentd debido a que la solucion de
HEPES contiene fosfatos que ayudan a la formacion de
ATPy que permiten el movimiento debido a la hidrdlisis
de ATP. Con la utilizacién de CaM-ATP (tratamiento 3)
se observo que el movimiento espermdtico fue superior
al tratamiento 1 (grupo control) y al tratamiento 2 (con
HEPES).

En la Figura 3 se muestra como se movieron los esper-
matozoides al ser estimulados con diferentes soluciones
(HEPES y CaM-ATP) y estimulos eléctricos (0.5, 3.0
y 5.0 mV). El grupo control mostré movimiento nulo
debido a que los espermatozoides estuvieron refrigera-
dos durante 24 horas a 4°C (o); con HEPES y estimulos
eléctricos mostraron movimiento de 80%;, lo cual fue un
comportamiento similar al que se obtuvo con HEPES en
las Figuras 1A'y 1B; sin embargo, con estimulos mayores
de voltaje (3.0 y 5.0 mV) el movimiento espermdtico
descendi6. Con CaM-ATP se produjo un fenémeno de
aumento (entre 90 y 100%) en el movimiento esper-
madtico, aunque el movimiento descendié cuando se
incrementd el voltaje (3.0-5.0 mV).

DISCUSION

La calmodulina (CaM), una proteina intracelular cuya
funcion més desempefiada es la unidn a calcio, media
la regulacion de una gran variedad de enzimas. Su con-
centracion varia entre 5 y 100 nM."? Esta proteina se une
de manera especifica (K, = 4.2 nM) a segmentos ricos
en aminoacidos basicos;'*!* por tanto, la especificidad
de la calmodulina (CaM) en las proteinas pudiera estar
provocando la capacitacion espermatica o el aumento
de la movilidad (A + B).

Investigaciones hechas por Muiioz-Garay y col.*
mostraron que las células espermatogénicas de ratén a
voltajes hiperpolarizantes muestran corriente entrante
inactivante de rdpida activacion y sensible al pH,, cuya
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Figura 1. Movimiento espermatico en el grupo control, en el
grupo tratado con CaM y en el grupo tratado con CaM-ATP rela-
cionado con el tiempo. A) Forma nativa espermatica. B) Movilidad
espermatica que se produce con CaM, aunque el movimiento (A
+ B) disminuye aproximadamente a los 20 min. C) Movimiento
espermatico (A + B) que durante mas de 20 horas se produce
con CaM-ATP.
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Figura 2. Movimiento espermatico con HEPES y CaM-ATP. El
grupo de tratamiento 1 muestra un control sin movimiento apa-
rente. En el grupo tratado con HEPES (tratamiento 2) se observa
una recuperacién de movimiento de 60%. En el grupo tratado con
CaM-ATP (tratamiento 3) se observa que el movimiento aumenta
a 100% (p < 0.0003%).
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Figura 3. Movimiento espermatico con HEPES, CaM-ATP y dife-
rentes estimulos de voltaje (0.5, 3.0 y 5.0 mV). El grupo control
(o), el grupo con HEPES (e) y el grupo con CaM-ATP (v) *p <
0.0582, **p < 0.0014, ***p < 0.0001.
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magnitud —que depende del K* externo— se bloquea
con concentraciones micromolares de Cs* y Ba?*. La
existencia de este tipo de canales abre la posibilidad de
que sean precisamente los canales de K* rectificadores
entrantes los que determinen el potencial de reposo en
las células espermatogénicas y en los espermatozoides
maduros. Ademads, el cambio de pH, que ocurre durante
la capacitacién podria activar estos canales e influir de
manera importante en el desarrollo de este proceso;’
antes de la capacitacion, el pH, en el espermatozoide
es relativamente dcido, lo que contribuye a prevenir
el estado capacitado, a prolongar la viabilidad de las
células durante su estancia en el epididimo y a inhibir
la reproduccidn asistida espontdnea,> mientras que du-
rante la capacitacion espermadtica ocurre un incremento
en el pH, (mayor de 0.2 unidades) como resultado de
la activacion de los dos sistemas intercambiadores de
protones,? lo que podria aumentar aproximadamente de
0.5 a 3 veces la probabilidad de apertura de los canales
rectificadores entrantes.' De esta manera, se ha pro-
puesto que en condiciones fisioldgicas el incremento del
pH, durante la capacitacién podria activar los canales de
K" rectificadores entrantes, lo que permitiria un eflujo
de iones de K*, llevaria el potencial de reposo del es-
permatozoide hacia el potencial de equilibrio para este
ion e hiperpolarizarfa consecuentemente la membrana
plasmatica de las células.*

Con objeto de conocer la participacion de la calmodu-
lina (CaM) en la capacitacion, se estudi6 la influencia de
dos inhibidores de la calmodulina, W7 y calmidazolium
(CZ), en la capacitacion; la consecuencia de este efecto
serfa una concentracién de Ca®* menor de la necesaria
para el proceso de capacitacion;!” en la Figura 1C la
movilidad (A + B) se incrementé debido a que el Ca*
extracelular aumento.

El aumento de las concentraciones de adenosin mono-
fosfato ciclico (cAMP) activa la proteina cinasa A (PKA)
y se incrementa la fluidez de la membrana plasmatica, lo
cual es una caracteristica de la capacitacion.!'®

La posibilidad del gasto de energia se ha considerado
en presencia de calmodulina (CaM) y en ausencia de
adenosin trifosfato (ATP); esto se considera porque en la
Figura 1B el espermatozoide duré 20 min en movimiento
y porque con HEPES (Figura 1A) el espermatozoide
duré ocho horas en movimiento; sin embargo, se muestra

que con CaM-ATP el espermatozoide duré mds tiempo
en movimiento, ya que el tiempo fue aproximadamente
de 20 horas (Figura 1C).

CONCLUSION

Con la calmodulina (CaM) el movimiento se pierde a los
20 min. Con la utilizacion de HEPES el movimiento de
los espermatozoides aument6 debido a que la solucion
de HEPES contiene fosfatos que ayudan a la formacion
de ATP y que permiten el movimiento debido a la hidro-
lisis de ATP. CaM y ATP mostraron asociacion, lo que
le confiri6 mayor tiempo de movimiento progresivo (A
+ B) al espermatozoide.

Una vez sometidos los espermatozoides a diferentes
estimulos eléctricos, en el grupo control no hubo ningtin
movimiento aparente debido a que los espermatozoides
estuvieron refrigerados durante 24 horas a 4°C. Con
HEPES se observé una recuperacion de movimiento de
80% debido a la existencia de fosfatos, los cuales per-
miten a la célula la formacion de ATP mediante enzimas
cinasas, incluidas las ATPasas de Ca®* dependientes de
ATP; sin embargo, a mayores estimulos eléctricos el
movimiento espermdtico descendid, probablemente por
alteracion de las proteinas voltaje dependientes, que
son importantes para la capacitacion espermdtica. Sin
embargo, con CaM-ATP y con voltajes de 5.0 mV el
movimiento espermdtico aumento entre 90 y 100%, lo
cual indica que el movimiento espermadtico estd regulado
por factores quimicos (CaM y HEPES) y no por factores
fisicos (voltaje), como los estimulos eléctricos que se
utilizaron. Por tanto, la apertura de los canales de Ca*
de la membrana plasmatica, dependientes de CaM y ATP,
probablemente promueve la capacitacidon espermatica.
Con los resultados de este trabajo la calmodulina (CaM)
puede establecerse como una nueva técnica de repro-
duccidn asistida en inseminacion artificial en humanos.
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