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Sensibilidad de los canales de calcio dependientes de voltaje al
pH intracelular en el espermatozoide humano capacitado. Efecto
modulador del AMPc

Paloma del Carmen Neri Vidaurri,* Victor Torres Flores,** TMarco Tulio Gonzalez Martinez**

RESUMEN

Antecedentes: durante su camino hacia el ovocito, el espermatozoide aumenta su motilidad, hiperactivandola e iniciando la capaci-
tacion espermatica que implica la via AC/AMPc/PKA 'y, por medio de la zona pelucida 3 del 6vulo, sobreviene la reacciéon acrosémica.
Estos fendmenos requieren mecanismos dependientes de transporte de calcio. A través de técnicas dpticas se han detectado canales
de calcio dependientes de voltaje que se estimulan durante la capacitacién espermatica y por la accion de la progesterona, ademas
de que su actividad se incrementa con la alcalinizacion del pH intracelular.

Objetivos: examinar el efecto de incrementar el AMPc intracelular con el inhibidor de fosfodiesterasas papaverina, y cuantificar el
aumento de la concentracion del calcio intracelular inducido con progesterona.

Material y métodos: se realiz6 un estudio prospectivo con muestras de semen de sujetos normoespérmicos. Se investigo el efecto del
AMPc sobre los canales de calcio dependientes de voltaje y su sensibilidad al pH intracelular en el espermatozoide humano bajo dos
enfoques: 1) el uso de espermatozoides no capacitados a los que se les elevo el AMPc in vitro y 2) espermatozoides capacitados que
de por si tienen el AMPc elevado. Las muestras capacitadas y no capacitadas se trataron con fura-ff (detector de calcio) o con BCECF
(detector de pH intracelular). Para elevar el AMPc en espermatozoides no capacitados se us6 papaverina, 0.5 mM cinco minutos.
Resultados:la cantidad de AMPc se duplicé durante la capacitacion y la exposicién con papaverina cuadriplico los valores (de 1.1 +
0.4 a 5.2+ 0.7 pmol/107) con respecto de los espermatozoides no capacitados y por arriba de la pentoxifilina. En el espermatozoide
capacitado la sensibilidad aumento alrededor de siete veces.

Conclusiones: los canales de calcio dependientes de voltaje en el espermatozoide humano son sensibles a factores asociados con
la capacitaciéon, como el pH intracelular y el AMPc, favoreciendo la permeacién a calcio. Este mecanismo explica por qué soélo los
espermatozoides capacitados contactan la zona pelucida del 6vulo y muestran reaccion acrosomal, evento en el que los canales de
calcio dependientes de voltaje juegan un papel central como mecanismo de entrada de calcio.
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ABSTRACT

Background: During their journey through the uterine tract, mammalian sperm increases its motility, beginning sperm capacitation,
that involves the activation of the AC/cAMP/PKA pathway, and the acrosome reaction induced by egg-pellucid zone. These phenomena
require calcium transport mechanisms among them; voltage-dependent calcium channels (VDCC) have been involved as calcium entry
mechanism. These channels are highly stimulated during the sperm capacitation progesterone and by intracellular pH alkalization.
Objective: To investigate the effect of increasing intracellular AMPc with phosphodiesterase inhibitor papaverin, and to quantify the
increased intracellular calcium level induced by progesterone.

Material and methods: A prospective study was done with semen samples from normosperm subjects. The effect of cAMP on VDCC
was investigated, as well as their sensitivity to intracellular pH in human spermatozoid under two approaches: 1) the induction of
cAMP increase in non capacitated sperm and 2) the use of capacitated sperm which naturally produces increased levels of cAMP as
compared with non capacitated cells. Samples were loaded with fura ff or with BCECF (a intracellular pH detector). To increase the
intracellular AMPc content in non-capacitated sperm, papaverine was used, 0.5 mM incubated 5 minutes.

Results: cAMP content increased 2-fold during capacitation and papaverin exposure increased 4-fold (from 1.1 + 0.4 to 5.2 + 0.7
pmol/107) with regard to non-capacitated and was higher than pentoxifiline’s. In capacitated sperm sensitivity increased near 7-fold.
Conclusions: Human sperm voltage-dependent calcium channels are sensitive to regulators associated to sperm capacitation, that
is, the intracellular pH alkalization and AMPc content, favoring the calcium influx. These phenomena may be physiologically relevant
since only capacitated sperm is capable to undergo the acrosome reaction induced by pellucid zone 3, an event that requires the
activation of voltage-dependent calcium channels as a major mechanism of calcium entry.

Key words: cAMP, voltage-dependent calcium channels, papaverine, pentoxifiline.
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n el espermatozoide humano, la modulaciéon

de la concentracion del calcio intracelular es

fundamental para entender los mecanismos

relacionados con aspectos especificos de la
fisiologia del espermatozoide, como la capacitacion
espermatica y la reaccion acrosomal.'

La capacitacion espermatica es un proceso depen-
diente de calcio que, en condiciones normales, ocurre
en el aparato genital femenino y esta relacionado con
una cascada de cambios bioquimicos.? Estos cambios
comprenden un incremento en la concentracion de
AMPc intracelular, el cual desencadena la activacion de
la enzima proteina-cinasa-A (PKA),* y un incremento en
la actividad de la proteina-tirosina-cinasa (PTK).* Du-
rante el proceso también hay una ligera pero consistente
alcalinizacion del pH intracelular de aproximadamente
0.14 unidades® (figura 1).

Una vez que estd capacitado el espermatozoide es
capaz de responder a los receptores de la zona peluci-
da, incrementar la concentracion de calcio intracelular

K+ HCOs Ca2+

’

pH-0.15U
[Ca2+)i-80nM

Figura 1. Principales eventos de transduccion de sefiales durante
la capacitacion in vitro del espermatozoide de raton (modificado
de Baldi, 1996).
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y, por tanto, inducir la reaccion acrosomal, un proceso
que permite al espermatozoide cruzar la zona pelucida
y fusionarse con el oolema del ovocito.

Los mecanismos de entrada de calcio inducidos por
la fusion del espermatozoide con los receptores de la
zona pelucida son muy estudiados en esperma de raton,
en donde se ha demostrado que se produce un flujo
i6nico que origina una despolarizacion y un pico de
calcio en milisegundos en espermatozoides capacitados
y, consecuentemente, la apertura de canales de calcio
dependientes de voltaje tipo T.%7

A través de estudios realizados en el espermatozoide
humano, nuestro laboratorio ha detectado la apertura de
canales de calcio dependientes de voltaje que podrian
tener un papel muy similar al encontrado en el esper-
matozoide de raton.?

Dichos canales se detectaron en espermatozoides
no capacitados incubados con el marcador fluorescen-
te fura-2, en los cuales se observd: incremento en el
influjo de calcio intracelular inducido por una despo-
larizacion con potasio,” una inactivacion en 90 seg en
medio libre de calcio y una hiperestimulacion de su
actividad al alcalinizar el pH intracelular y al llevar a
cabo la capacitacion espermatica.”” De manera que los
canales de calcio dependientes de voltaje se estimulan
durante la capacitacion espermatica y al alcalinizar el
pH intracelular.

De acuerdo con la sensibilidad que muestran los
canales de calcio dependientes de voltaje al pH en
el espermatozoide humano capacitado, éstos podrian
contribuir en alrededor de 30% de la estimulacion total
observada en este proceso.'” Esto sugiere que, ademas
de la alcalinizacion del pH intracelular, existen otros
reguladores bioquimicos que se activan durante la capa-
citacion espermadtica, los cuales modifican los canales al
incrementar atin mas la permeacion al calcio.
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OBJETIVO

Al considerar lo anterior, examinamos el efecto de
incrementar el AMPc intracelular con el inhibidor de
fosfodiesterasas papaverina durante 5 min en esper-
matozoides no capacitados a una concentracion de 0.5
mM (concentracion seleccionada con un bioensayo) y
se cuantificd el aumento del calcio intracelular inducido
con progesterona, una hormona que se encuentra de ma-
nera natural en el aparato femenino y que participa en la
capacitacion espermatica y la reaccion acrosomal.

MATERIAL Y METODO

Se realiz6 un estudio prospectivo con muestras de semen
de pacientes normoespérmicos (previa autorizacion del
consentimiento informado), obtenidas en el laboratorio de
andrologia del Centro Especializado en Esterilidad y Re-
produccion Humana del Hospital Angeles, México, DF.

Se utilizé el marcador fluorescente fura ff-AM
(Molecular Probes) que permite la deteccion de calcio
intracelular y BCECF (Sigma Aldrich) para la medicion
del pH intracelular, y un medio para esperma humano
con buffer de HEPES (H-HSM) disefiado por Suarez y
col.” El medio de capacitacion fue el mismo, a excepcion
que el HEPES se sustituy6 por 25 mM de NaHCO, y 3
mg/mL de HSA (Sigma, fraction V) [figura 2].

Para medir el aumento del AMPc, los espermatozoi-
des se obtuvieron previa centrifugacion en gradientes
de percoll y se incubaron 40 min con 5 uM de fura
ff-AM. Al término de la incubacion se retird el exceso

Carga (5 uM) 40 min 37 °C, Lavado por
Fura ffi-AM en 1 mL HSM-H centrifugacion
| Capacitados | |No capacitados|
Vo

30 min 1uM BCECF-AM

v

Fluorometria

30K 30K 30K 30K
1.25NH 5NH 10NH

Figura 2. Disefio experimental para la deteccién de calcio.

del marcador mediante lavado y cada muestra se dividio
en tres grupos experimentales con aproximadamente
100x10° espermatozoides/mL: a) espermatozoides in-
cubados con 0.5 mM de papaverina, b) espermatozoides
sin papaverina y c¢) espermatozoides capacitados sin
papaverina. Todos incubados a 37 °C (figura 3). Para
la alcalinizacion progresiva del medio de cultivo se
utilizaron diferentes concentraciones de NH,Cl y al
mismo tiempo se registrd su efecto en los tres grupos
experimentales de espermatozoides.

Carga (5 uM) 40 min 37 °C, Lavado por
Fura fi-AM en 1 mL HSM-H ) centrifugacion
1000g
20°C
20 min | |
Papaverina 0.5 mM| [ 5 min en @I
5 min en HSM-H HSM-H i
—
~
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Figura 3. Disefio experimental para la medicion del AMPc.

Para corroborar el efecto de la papaverina sobre
el aumento del AMPc, éste se midi6 con el equipo de
inmunoensayo para AMPc EIA (Zymed Laboratories)
[figura 4].

RESULTADOS

La fluorescencia se detectd a 488 nm, los valores se con-
virtieron a valores de calcio intracelular con la ecuacion
de Grynkiewicz. Los resultados se reportaron como el
promedio + desviacion estandar. Los grupos se compa-
raron por ANOVA o ¢ pareada. Los resultados p < 0.05
se consideraron estadisticamente significativos.

La figura 5 muestra el efecto del pH intracelular sobre
la apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje
de espermatozoides capacitados y no capacitados, en la
capacitacion espermatica produce una estimulacion de la
entrada de calcio dependiente del voltaje que dependio de la
concentracion de NH,Cl, se duplicé aproximadamente con
10 mM de NH,Cl. La capacitacion de las mismas células
produjo una estimulacion notable de los canales de calcio
dependientes de voltaje y una potenciacion alrededor de
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Figura 4. Métodologia del equipo de inmunoensayo para AMPc EIA (Zymed Laboratories).
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Figura 5. Efecto del NH,CI en el influjo de calcio: indujo una
despolarizaciéon en espermatozoides no capacitados y en capa-
citados. En ambas condiciones fisioldgicas la estimulacién del
influjo de calcio dependié de la cantidad de NH,Cl adicionada.

10 veces en su respuesta al NH,CI. Por ejemplo, en el no
capacitado, la despolarizacion con 10 mM NH,Cl produjo
un A[Ca*]i de 1.35 = 1 uM, en tanto que en el espermato-
zoide capacitado el resultado fue de 8 = 2 uM.

La figura 6 muestra el registro temporal de pH in-
tracelular en células no capacitadas y capacitadas y sus
respuestas a las diferentes concentraciones de NH,Cl
utilizadas. Como era de esperarse, el valor de pH intrace-
lular en los espermatozoides capacitados fue mas alcalino
(6.80) respecto a los no capacitados (6.65). EI NH,CI
indujo en ambos grupos elevaciones cuasi instantaneas
del pH intracelular; pero en el caso de los espermatozoides
capacitados, éstas fueron mas alcalinas.

El NH,Cl produce una mayor alcalinizacion en los
espermatozoides capacitados que en los no capacitados.
El pH intracelular de reposo en espermatozoides capaci-
tados (6.80 = 0.02) fue 0.15 unidades mas alcalino que el
de los espermatozoides no capacitados (6.65 = 0.03).

En la figura 7 se observa que, aun cuando la alcalini-
zacion del pH intracelular (pHi) en células capacitadas
fue mayor, el influjo de calcio a través de los canales
de calcio dependientes de voltaje es mucho mayor en
las células capacitadas, con una tasa de incremento de
49 uM/pHi, mientras que para los espermatozoides no
capacitados fue de 6.7 pM/pHi; esto es, la sensibilidad
de los canales de calcio dependientes de voltaje al pH
intracelular se increment6 alrededor de siete veces en
condiciones de capacitacion. Este resultado sugiere
que cuando el espermatozoide se capacita, el pH intra-
celular modula de manera cualitativamente diferente
los canales de calcio dependientes de voltaje e indica
la posibilidad de que exista un modulador central en la
capacitacion; en este caso el AMPc pudiera intervenir
en dicha estimulacion.
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Figura 6. Efecto del NH,Cl en el pH intracelular de esperma-
tozoides no capacitados y capacitados. Se comparan los pH
intracelulares alcanzados con las adiciones de NH,CI-KCI en
espermatozoides no capacitados y capacitados.

Para corroborar la participacion del AMPc sobre los
canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV), en
la figura 8 se observa el efecto de la exposicion a papa-
verina en el influjo de calcio a través de los CCDV en:
a) espermatozoides no capacitados, b) espermatozoides
no capacitados + papaverina y ¢) espermatozoides ca-
pacitados. Se observé que la papaverina produce una
notable estimulacion en la entrada de calcio inducida
por despolarizacion (adicion de NH,Cl).

La estimulacion con papaverina aumento significa-
tivamente el calcio intracelular en espermatozoides no
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Figura 7. Influjo de calcio dependiente del voltaje en funcién del
pH intracelular en espermatozoides humanos no capacitados y
capacitados.
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Figura 8. Efecto de la papaverina en el incremento del calcio
intracelular inducido por progesterona. Los 5 min de incubacién
con papaverina aumentaron cinco veces el calcio en esperma-
tozoides no capacitados (control), no capacitados + papaverina
y capacitados.

capacitados; sin embargo, el influjo de calcio observado
en los espermatozoides con papaverina capacitados es
alin mayor.

El efecto de la papaverina se compard con el de
la pentoxifilina, un inhibidor ampliamente usado en
la clinica. Fue interesante que la preincubacién con
pentoxifilina no incremento el calcio tanto como la
papaverina (figura 9).

Debido a estos hallazgos se cuantifico el conteni-
do de AMPc en: a) espermatozoides no capacitados,
b) espermatozoides no capacitados + papaverina, c)
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Figura 9. Efecto comparativo de la papaverina y la pentoxifilina
en el aumento de calcio intracelular inducido por progesterona.
Espermatozoides no capacitados se incubaron con pentoxifilina
0 papaverina.

a: control; b,f: 0.25 mM; c,g: 0.5 mM; d,h: 1.0 mM; e,i: 2.0 mM
de papaverina y pentoxifilina.

espermatozoides no capacitados + pentoxifilina y d)
espermatozoides capacitados.

Con base en los resultados anteriores, la cantidad de
AMPc se duplico durante la capacitacion y la exposicion
con papaverina cuadriplico los valores (de 1.1 + 0.4
a 5.2 £ 0.7 pmol/107) con respecto de los espermato-
zoides no capacitados y por arriba de la pentoxifilina
(figura 10).
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Figura 10. Cuantificacion del la concentracion de AMPc en es-
permatozoides no capacitados (control), expuestos a papaverina,
a pentoxifilina y capacitados.

CONCLUSIONES
Aunque los canales de calcio dependientes de voltaje

(CCDV) se han identificado sélo en espermatozoides
de raton, las evidencias sugieren la existencia de CCDV

tipo T en el espermatozoide humano.® Estudios recientes
mencionan que el espermatozoide de mamifero (raton)
tiene un canal llamado Catsper 1, una forma de canales
de calcio dependientes de voltaje requerido para adquirir
la motilidad® y también se ha relacionado con astenozo-
ospermia en el espermatozoide humano.!°

Se ha sugerido que reguladores bioquimicos tales
como AMPc, proteina-cinasa-A (PKA) o proteina-tiro-
sina-cinasa (PTK), los cuales incrementan su actividad
durante la capacitacion espermatica,’ podrian producir
cambios en los canales de calcio dependientes de voltaje
(CCDV) como resultado del incremento observado en
la sensibilidad al pH intracelular. Dada la participacion
de los CCDYV en la reaccion acrosomal inducida, prin-
cipalmente por la zona peltcida,’ consideramos que el
incremento de la sensibilidad al pH intracelular de los
CCDYV, reportado en este trabajo, puede ser el meca-
nismo por el cual la zona pelucida induce la reaccion
acrosomal so6lo en espermatozoides capacitados. Se
observo que una ligera alcalinizacion del pH intracelular
estimula de manera potencial la apertura de los CCDV
en espermatozoides humanos capacitados alrededor de
siete veces, es decir, la sensibilidad de los CCDV al pH
intracelular depende de las condiciones fisioldgicas de
la célula.

En este trabajo también demostramos que una ligera
exposicion (5 min) de los espermatozoides humanos
no capacitados con 0.5 mM de papaverina incremento
el contenido de AMPc, observado en el aumento de
calcio intracelular, con concentraciones mas altas que
las obtenidas con pentoxifilina.

Consideramos realizar a futuro bioensayos con
espermatozoides no capacitados incubados con papa-
verina para la inseminacion de ovocitos de mamiferos
inferiores, para que posteriormente se use también la
papaverina en pacientes con astenozoospermia o biopsia
testicular con fines de reproduccion asistida, en donde
generalmente se usa pentoxifilina con tiempos mas lar-
gos de incubacion; para asi no sélo disminuir ese tiempo,
sino también incrementar con mayor efectividad su
movilidad aumentando con certeza las concentraciones
de calcio intracelular, que en el espermatozoide humano
es fundamental en los mecanismos implicados en la
capacitacion espermatica, y sobre todo en la reaccion
acrosomal.
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