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RESUMEN

El acrosoma es un reservorio acido de Ca?* localizado en el extremo apical de la cabeza del
espermatozoide. En los mamiferos, uno de los pasos claves que asegura una exitosa fecundacion
es la reaccién acrosomal (RA). La RA consiste en una cascada de eventos moleculares
dependientes de Ca?* que resulta en la liberacion del contenido acrosomal mediante su exocitosis
y la exposicion de una nueva membra plasmatica con capacidad fusogénica. Se ha propuesto que
el canal de Ca?* especifico del espermatozoide (CatSper) es una de las principales vias de ingreso
de Ca?" que regula la RA.

Recientes hallazgos muestran que los inhibidores de CatSper, Mibefradil y NNC 55-0396
son bases débiles anfipaticas capaces de incrementar el pHacrosomal (PHa) €n el espermatozoide de
humano y raton. La alcalinizacion del acrosoma estimula la liberacion del Ca?* almacenado en el
organelo e induce un incremento en la concentracién de Ca?* intracelular ([Ca?*];) desencadenando
la RA. No obstante, se desconoce el mecanismo de transporte de Ca?* asociado al incremento de
pHa en el espermatozoide de mamifero. Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
investigar las vias asociadas con el aumento de Ca?* intracelular durante la alcalinizacion del
acrosoma teniendo como modelo de estudio el espermatozoide de raton.

Usando microscopia de epifluorescencia en célula unica e inhibidores de CatSper,
monitoreamos los cambios en la [Ca?']; asociados con el incremento de pHa. en la cabeza del
espermatozoide. Encontramos que la alcalinizacion del acrosoma origina la liberacion del Ca?*
almacenado sin comprometer la integridad del organelo. Conjuntamente, usamos el agente
lisosomotropico, Gly-Phe-B-naftilamida para evaluar la contribucion del estrés osmotico en las
sefiales de Ca?" dependientes del incremento de pHa.. Nuestros resultados indican que el
componente osmatico no contribuye significativamente en la liberacion de Ca?* acrosomal durante
la alcalinizacion del organelo. Para establecer el mecanismo molecular que subyace en las sefales
de Ca?" asociadas con el aumento de pHa, usamos antagonistas de los canales permeables a Ca?*
expresados en el acrosoma y la membrana plasmatica del espermatozoide de ratén. El tratamiento
con el Ned 19, un antagonista de los canales de dos poros 1 (expresados en el acrosoma) redujo
significativamente la liberacién de Ca?* acrosomal dependiente del incremento de pHa. Asimismo,
el tratamiento con los antagonistas (2-APB y SKF-96365) de los canales de Ca?* activados por la
liberacion de Ca?* (expresados en la membrana plasmatica) redujo significativamente la entrada de
Ca?* extracelular estimulada por la liberacién de Ca?* acrosomal asociada con la alcalinizacion del
organelo.

Nuestros hallazgos revelan un papel novedoso del pHa en el control del eflujo de Ca?*
acrosomal y la entrada de Ca?* extracelular durante la RA en el espermatozoide de raton.

Palabras clave: acrosoma, reaccidon acrosomal, alcalinizacion del acrosoma, Ca?* intracelular,

canales dos poros 1, canales de Ca?" activados por la liberacion de Ca?
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ABSTRACT

The acrosome is a lysosome-related vesicular organelle located in the sperm head. The
acrosomal reaction (AR) is an exocytic process mediated by Ca?* and essential for mammalian
fertilization. It has been proposed that the flagellar-specific Ca?* channel (CatSper) contributes to
Ca?* entry triggering the AR.

Recent findings show that CatSper inhibitors, Mibefradil (Mib), and NNC 55-0396 (NNC) are
amphipathic weak bases able to alkalinize the acrosome in human and mouse sperm. Acrosomal
pH (pHa) elevation induces Ca?* release from the organelle and stimulates the increase of
intracellular Ca?* concentration ([Ca?']) triggering AR. However, the mechanisms of Ca?* transport
remain unknown in mammalian sperm. Here, we investigated the pathways associated with the pH,
increase-induced Ca?* signals using mouse sperm as a model.

Using single-cell epifluorescence microscopy, we monitored [Ca?*] changes associated with
pHaincrease caused by CatSper inhibitors in the sperm head. Our findings show that Mib and NNC
increase pHa. and release acrosomal Ca?* without compromising acrosomal membrane integrity. We
also used the lysosomotropic agent, Gly-Phe-B-naphthylamide to evaluate the contribution of
osmotic stress in Ca?* signals during acrosomal alkalinization. Our results show that the osmotic
component does not significantly contribute to acrosomal Ca?* release caused by pH, elevation. To
establish the molecular mechanism underlying Ca?* signals associated with pHa. increase, we used
different antagonists of Ca?* channels localized in the acrosome and the plasma membrane of
mouse sperm. The treatment with Ned 19, an antagonist of two-pore channel 1 (expressed in the
acrosome) significantly reduced the acrosomal Ca?* release dependent on pH,increase. Likewise,
the treatment with antagonists (2-APB and SKF-96365) of Ca?* channels activated by Ca?* release
(expressed on the plasma membrane) significantly reduced extracellular Ca?* influx stimulated by
acrosomal Ca?* release associated with organelle alkalinization.

Finally, our findings contribute to understanding how pH. controls acrosomal Ca?* efflux and

extracellular Ca?* entry during AR in mouse sperm.

Keywords: acrosomal vesicle, acrosomal reaction, acrosomal alkalinization, Ca?* signals, Two-pore

channels 1, Ca?* release-activated Ca?* channels
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1. INTRODUCCION

1.1. La reproduccién de los mamiferos

La fecundacion es un evento bioldgico altamente regulado que permite la formacion de un
nuevo individuo mediante la fusion de dos gametos: el évulo y el espermatozoide (figura 1A), los
cuales provienen de dos individuos de la misma especie. En los mamiferos, la fecundacion consiste
en el viaje del espermatozoide a través del tracto reproductor femenino hasta el ampula, region del
oviducto donde se localiza el 6vulo maduro. Durante el recorrido, el espermatozoide se encuentra
con varios obstaculos, por ejemplo: la respuesta del sistema inmune de la hembra, la mucosa
cervical, la delgada unién utero-tubarica, el laberinto de los pliegues epiteliales del oviducto cerca
del ampula y la proteccion de 6vulo (figura 1B). Estas barreras reducen notablemente las
posibilidades de que la célula pueda alcanzar y fecundar al évulo (Yanagimachi 2022). Por lo
anterior, el espermatozoide sufre cambios bioquimicos (p. ej., la fosforilacion de proteinas),
fisiologicos (p. €j., el incremento de Ca?* intracelular) y morfologicos (p. €j., la reaccién acrosomal)

durante su viaje hacia el 6vulo, los cuales le permiten evadir esos obstaculos.

— Acrosoma

Nucleo
Segmento
postacrosomal

Pieza
media

Unidn utero-
tubarica
Anulo N
-
e, Gota P \_.
citoplasmatica -
Pieza -

prscpa ~ e R
4 pm 7

Pieza
final

Figura 1. Morfologia del espermatozoide de raton y su viaje a través del tracto reproductor femenino.

A. Se muestra una representacion esquematica de la morfologia del espermatozoide de ratén. En la cabeza se localiza
el nucleo y el acrosoma, ambos rodeados por una pequefia cantidad de citoplasma. El flagelo se divide en tres partes: la
pieza media, la pieza principal y la pieza final. El axonema que se encuentra a lo largo de la pieza media y principal provee
de movimiento a la célula. La gota citoplasmatica almacena los restos de los organelos generados durante la
diferenciacion de la célula y se pierde durante el transito del espermatozoide por el epididimo. B. Representacion
esquematica del viaje del espermatozoide a través del tracto genital femenino durante la fecundacion. Modificado de: She
et al. 2021 y Bianchi & Wright 2016.
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1.2. La reaccion acrosomal

Antes de ser eyaculado, el espermatozoide es incapaz de fecundar al 6vulo, esta capacidad
la adquiere en un proceso de maduracion conocido como capacitacion (Austin 1951; Chang 1951).
La capacitacion tiene lugar en el tracto genital femenino y comprende una serie de eventos
moleculares que preparan a la célula para someterse a un evento exocitico unico llamado reaccion
acrosomal (RA). La RA es dependiente de Ca?* y crucial para que el espermatozoide pueda
fusionarse con évulo (Darszon et al., 2011). Este proceso involucra multiples eventos de fusién entre
la membrana plasmatica de la célula y sitios especificos de la membrana externa de una vesicula
grande llamada, acrosoma (figura 2) (Balestrini et al., 2020). La exocitosis del acrosoma es
desencadenada por inductores fisioldgicos del gameto femenino (p. €j., la zona peldcida), su
vecindad (p. e€j., la progesterona liberada por las células de la granulosa), o por exposicion a
estimulos farmacoldgicos apropiados (p. €j., los ionoforos de Ca?*). Sin importar el tipo de inductor
(fisioldgico o no fisiologico), todos causan un incremento del Ca?" intracelular que activa la
maquinaria de fusién de membranas (Beltran et al., 2016). Se ha demostrado que los hombres o
los ratones portadores de mutaciones que afectan la formacion o funcion del acrosoma son estériles

o muestran subfertilidad severa (Khawar et al., 2019).

Antes de la o Reaccion
Capacitacion

capacitacion acrosomal
* o
° r s e
~~ 1\ 2
AT\ *
L& e X\
o/ 4
° 7 e e \'\
Acrosoma l/ Acrosoma
o, o 2 o \ / \'
\ / §
\ ’ _ ‘ ‘/\ ‘
- ) || m—— \/ \
Nucleo Nicleo Nucleo
n Filamentos de n Membrana acrosomal n Membrana acrosomal
actina externa interna

Figura 2. Modelo de la reaccion acrosomal en el espermatozoide de mamifero.

La capacitacion prepara al espermatozoide para la reaccion acrosomal (RA), un proceso dependiente de Ca?* y esencial
para la fecundacion en los mamiferos. La RA tiene multiples similitudes con otros eventos de exocitosis, pero también
tiene propiedades Unicas: 1. El espermatozoide solo posee una vesicula secretora, el acrosoma; 2. Se establecen
multiples puntos de fusién entre la membrana acrosomal externa y la membrana plasmatica; 3. La fusion de membranas
da como resultado la formacion y liberacion de vesiculas hibridas; y 4. No se lleva a cabo el reciclaje de membranas,

haciendo que la RA sea irreversible. Modificado de: Mayorga et al. 2007 y Romarowski et al., 2016
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1.3. El acrosoma

La vesicula acrosomal es una clase especial de organelo que se origina a partir del aparato
de Golgi y el compartimento endolisosomal durante la espermiogénesis (figura 3) (Khawar et al.,
2019). Tiene un pH acido (~ 5.3) antes de la capacitacion (Nakanishi et al., 2001), el cual se logra
por la actividad de la H*-ATPasa vacuolar (v-ATPasa), un complejo proteico que utiliza la hidrolisis
del adenosin trifosfato (ATP) para transportar H* a través de la membrana del organelo (Sun-Wada
et al., 2002). Ademas, almacena una amplia gama de enzimas hidroliticas (p. €j., las catepsinas)
que son esenciales para su exocitosis y la fecundacion (Guyonnet et al., 2012; Khawar et al., 2019).
En el espermatozoide de mamifero, el acrosoma también actia como un reservorio de Ca?*
intracelular (Walensky & Snyder 1995; Trevifio et al., 1998; O Toole et al., 2000; Herrick et al., 2005).
Con base en estos hallazgos, se le ha considerado a la vesicula acrosomal como un organelo

relacionado con el lisosoma (Khawar et al., 2019).
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Figura 3. Espermiogénesis y biogénesis del acrosoma en el espermatozoide de raton.

La biogénesis de la vesicula acrosomal ocurre durante la espermiogénesis, proceso a través del cual una espermatida se
convierte en un espermatozoide. La biogénesis del acrosoma consta de cuatro fases: 1. La fase de Golgi (estadio 1-3),
en la cual el aparato de Golgi junto con el compartimento endolisosomal forman las vesiculas proacrosomales que migran
a la vecindad del nucleo. 2. La fase de capa (estadio 4-7), en donde el proacrosoma formado por la fusién de las vesiculas
proacrosomales se alarga y cubre 1/3 de la superficie nuclear transformandose en una capa muy fina. 3. La fase de
acrosoma (estadio 8-12), en la cual la vesicula acrosomal comienza a re-localizarse en la region apical de la espermatida
elongada. 4. La fase de maduracién (estadio 13-16), la ultima, la membrana acrosomal se diferencia en dos regiones: la
region externa (localizada por debajo de la membrana plasmatica) y la regién interna (localizada por encima del nucleo).
Modificado de: Khawar et al., 2019 y She et al., 2021. Creado con BioRender.com
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1.4. Los organelos relacionados con el lisosoma (ORLs)

Los ORLs son reservorios acidos de Ca?* que se originan a partir de la red trans-Golgi y el
compartimento endolisosomal (en particular de los endosomas tempranos, endosomas tardios y los
lisosomas); tienen una morfologia, composicién y fisiologia Unica acorde con la célula donde residen
(Marks et al., 2013, Delevoye et al., 2009; Khawar et al., 2019). Su pHiumina (4.5-6.0) es regulado por
la v-ATPasa, los canales de CI, los canales de K* (BK), el intercambiador Na*/H* y las fugas de H*
(revisado en Freeman et al., 2023 y Wahl-Schott et al., 2023). Actualmente, las rutas de captacion
de Ca?" en estos reservorios aln no es clara. Sin embargo, resultados de varias investigaciones
sugieren que el gradiente de H* impulsa el antiporte de Ca?* hacia el organelo desde el citosol.
Conjuntamente, se ha propuesto que el intercambiador Ca?*/H* puede ser una de las entidades
molecular responsable de este mecanismo (Melchionda et al., 2016; Morgan et al., 2022). En
cambio, hay un mayor avance en la identificacion de las entidades moleculares que permiten la
liberacion del Ca?* almacenado. Semejante al Reticulo Endo/Sarcoplasmico (RE/RS), los ORLs
expresan multiples familias de canales de Ca?" (figura 4) que son activados por segundos
mensajeros como el inositol trifosfato (IP3) y la adenosina difosfato ribosa (ADPR, del inglés
adenosine diphosphate ribose). Ademas, ligandos como el acido nicotinico adenina dinucleétido
fosfato (NAADP, del inglés nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate) o el lipido especifico de
endolisosomas restringido a la membrana, fosfatidilinositol 3,5-bifosfato (PI(3,5)P2) estimulan
también la liberacién de Ca?* desde estos organelos acidos (Davis et al., 2022). Hasta el momento
se ha reportado la presencia de los canales de dos poros (1/2) (TPC, del inglés two-pore channels),
el receptor purinérgico P2X4, los canales receptores de potencial transitorio (TRP, del inglés
transient receptor potential) relacionados con la mucolipina-1 (TRPML) y la melastatina-2 (TRPM2)
(revisado en Dauvis et al., 2022 y Wahl-Schott et al., 2023). Si bien estos resultados son muy claros
bajo condiciones experimentales en células somaticas, en el espermatozoide de mamifero se

requiere una investigacion mas profunda.

Figura 4. Mecanismo de transporte de Ca?* en los ORLs.

& PI35)P.

Ca? 0 Ca?* Se muestra un esquema de los canales de Ca?* reportados hasta el
o) N a* NAADP
J momento en estos reservorios acidos de Ca%* como, por ejemplo: los
canales TPC (1/2) que son regulados directamente por el PI(3,5)P2 o por
ADP\? TRPML TPC la unién del NAADP a las proteinas accesorias LSm12 y JPT2. Ademas,
Ca?: AT?“ > Ca? estos organelos expresan a los canales TRPML y los canales TRPM2
TRPM2 P2X4 que son estimulados directamente por el PI(3,5)P2 y la ADPR,
Ca? respectivamente. También, se ha reportado la presencia de los
A ‘ A receptores purinérgicos (P2X4) que son regulados directamente por el
L ATPuminal. En este esquema solo se muestra a la v-ATPasa como la
/7 Y

identidad molecular que mantiene el pHuminai acido para facilitar la
visibilidad de los canales de Ca?*. Asimismo, se ha propuesto que el intercambiador Ca?*/H* es el responsable de captar

el Ca?* en estos organelos. Modificado de: Davis et al., 2022.
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1.5. Caracterizacion de los canales de Ca?* expresados en los ORLs usando imagenes
de Ca%*

Existen dos métodos que permiten monitorear las sefiales de Ca?* generadas por los canales
idnicos expresados en los ORLs, uno indirecto y el otro directo. En el método indirecto el indicador
de Ca?* se encuentra libre en el citosol o anclado en la superficie del organelo, la amplitud de la
sefial de Ca?* resultante es cuantitativamente proporcional al contenido de Ca?* en la poza acida
(figura 5A). En cambio, en el método directo, el indicador de Ca?* se localiza en el lumen del
organelo y reporta el valor cuantitativo de la concentracion luminal de este cation (figura 5B) (Morgan
et al., 2020; Zajac et al., 2022). Actualmente, se han desarrollado indicadores de Ca?* codificados

genéticamente y sondas fluorescentes sintéticas permeables a la célula para hacer este analisis.

Oig/ //;3\ @ // /:;\\ //\ /;\\
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° \ff . // g Y,

Indirecto Dlrecto

Figura 5. Dos enfoques para monitorear el Ca?* almacenado en los ORLs.
A. El Ca?* almacenado en la poza acida se monitorea indirectamente con una sonda de Ca?* en el citoplasma o anclada

en la superficie del organelo. B. La cuantificacion directa de Ca?* necesita un indicador localizado en el lumen del organelo.

Modificado de: Zajac et al., 2022.

En particular, los indicadores fluorescentes de

Estado apagado O. OH Lo . i .
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; OH , . Lo .
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\N 2 -~@o\l¢ fluorescencia (figura 6) (Zhou et al., 2021, Zajac et al.,
2022).
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Fluoréforo  fluorescencia en los indicadores de Ca?* sintéticos.

Se muestra un ejemplo de los dos estados (apagado y encendido)
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En la actualidad existen varios indicadores fluorescentes de Ca?* sintéticos disponibles
comercialmente que tienen afinidades variables por el catién, caracteristicas espectrales
particulares, diferente capacidad de permeabilidad celular y capacidades radiométricas distintas
(tabla 1).

Tabla 1. Ejemplo de indicadores fluorescentes de Ca?* sintéticos usados para monitorear el Ca?* acrosomal en el

espermatozoide de raton.

Afinidad Concentracion
Indicador Referencias
(rango o Kaq) de uso
Fluo-5N 90 uM Ferreira et al., 2021
Ca?* acrosomal ] 4 uM ]
Calcium green-5N 14 uM Herrick et al., 2005
Fluo-3 0.34 uM
Ca?* intracelular 4 uM Chavez et al., 2018
Fluo-4 0.35 uM

Otra estrategia clave para evaluar el papel de los ORLs en los procesos celulares es
mediante el uso de herramientas farmacoldgicas capaces de alterar la integridad de la membrana
de los organelos o la homeostasis ionica (Barral et al., 2022). Tradicionalmente, los agentes
lisosomotrépicos permeables a la membrana se han utilizado para alterar las funciones de los LROs
e incluyen dos clases distintas: los péptidos modificados (p. €j., el Gly-Phe-B-naftilamida, figura 7) y
las bases débiles anfipaticas (p. ej., aminas secundarias) (Berg et al., 1994). Debido al ambiente
luminal &cido, los agentes lisosomotropicos se protonan y quedan atrapados dentro de las pozas
acidas. Al mismo tiempo, la protonacion aumenta el pHumina ¥ la alta concentracién de estas
moléculas puede llegar a generar cambios osmoticos alterando la funcion de los organelos. Estos
cambios estimulan la liberacion del Ca?* almacenado en los ORLs (Morgan et al., 2020). Por lo
anterior, el uso de indicadores fluorescentes de Ca?* sintéticos y los agentes lisosomotrépicos son
una herramienta Util para estudiar el papel de los canales de Ca?* expresados en estas pozas

acidas.
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Figura 7. Estructura y mecanismo de accion del Gly-Phe-B-naftilamida (GPN).

El GPN es un sustrato artificial de la proteasa lisosomal, catepsina C. Es un agente ampliamente usado para el estudio
de las sefales de Ca?* originadas desde los organelos acidos. La acumulacién de este agente en los reservorios acidos
de Ca?* (p. €j., los ORLs) induce el incremento del pHuminal y su hidrélisis mediada por la catepsina C puede ocasionar

cambios osméticos que conducen a la lisis del organelo. Creado con BioRender.com y Chemsketch.
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2. ANTECEDENTES

2.1. El pHacrosomal (PHa) y su papel en la RA

En la célula, los H* contribuyen en numerosas reacciones metabolicas y sirven como fuente
de energia electroquimica para impulsar el trasporte transmembranal de compuestos organicos y
sustratos inorganicos. Por lo anterior, la regulacion del pHinracear €5 fundamental para la
homeostasis celular y ha sido ampliamente estudia. No obstante, el mantenimiento del pHiuminai €N
diversos compartimentos intracelulares proporciona un ambiente 6ptimo para diversos procesos
celulares (revisado en Freeman et al., 2023).

En el espermatozoide de raton, la capacidad de fecundacion también esta regulada por
ajustes de pHintraceiuiar (Nishigaki et al., 2014; Chavez et al., 2020). Sin embargo, los cambios de pH
no solo se limitan al citosol. Se ha demostrado que el incremento de pHa, durante la capacitacion
correlaciona con un aumento de la RA espontanea (Nakanishi et al., 2001). Al mismo tiempo, la
alcalinizacion del pHa provoca la desestabilizacion de la matriz acrosomal (Guyonnet et al., 2012).
Esto ultimo podria inducir cambios osméticos en el organelo, el cual juega un papel importante para
la exocitosis del acrosoma en el espermatozoide de humano (Zanetti & Mayorga 2009). No obstante,

el papel del cambio de pHa y su relacion con la RA sigue sin estar claro.

2.2. Los inhibidores del canal CatSper alteran el pH. e inducen la RA

En los mamiferos, el canal de Ca?* especifico del espermatozoide (CatSper, del inglés cation
channel of spermatozoa) localizado en la pieza media del flagelo, es el sitio predominante de
entrada de Ca?* extracelular en la célula (figura 8). Las sefiales de Ca?" mediadas por el canal
CatSper impactan en casi todos los eventos que le permiten al espermatozoide adquirir la capacidad
fecundante (Hwang & chung 2023).

Canal CatSper CatSpery

CatSpere CatSperf3

Membrana
plasmatica
CatSpert TMEM249
Citoplasma | ci5pern CatSpern
SLCO6C1 CatSper4

EFCAB9 CatSperl

Figura 8. Estructura del canal de Ca?* especifico del espermatozoide (CatSper).
CatSper se expresa en el flagelo del espermatozoide y se considera una via predominante de ingreso de Ca?* extracelular
en la célula. Las sefiales de Ca?* originadas por este canal impactan en casi todos los eventos que preparan al

espermatozoide para adquirir la capacidad de fecundar al 6vulo. El poro conductor de iones esta formado por 4
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subunidades: CatSper1-4 (la subunidad 3 no se muestra para facilitar la visibilidad de las otras estructuras). Ademas,
tiene subunidades accesorias que forman un “pabellén” similar a una tienda de campafa sobre el poro: CatSperp, y,dy ¢
(CatSper & no se muestra para ayudar a la visibilidad de los demas componentes). SLCO6C1 (del inglés solute carrier
organic anion transporter family, member 6c1) es una proteina asociada al complejo que transporta aniones. Otras
proteinas asociadas son CatSpern y TMEM249 (del inglés transmembrane protein 249), las cuales contribuyen al
ensamblaje del canal. CatSper { y EFCABS (del inglés EF-hand Ca?* binding domain 9) son componentes citoplasmaticos
del complejo que regulan su actividad, participando en la deteccién de Ca?* y la dependencia al pHuminal. Modificado de:
Clapham & Hulse 2021 y Hwang & Chung 2022.

Se ha propuesto que el flujo de Ca?* a través del canal CatSper contribuye en la induccion
de la RA en el espermatozoide de raton. Este canal también es importante para estimular la
motilidad hiperactiva del flagelo y su ausencia origina infertilidad. Sorprendentemente, el
espermatozoide capacitado carente de esta proteina puede llevar a cabo la RA y fecundar el 6vulo
libre de zona pellcida en condiciones in vitro (Ren et al., 2001). Esto ultimo, sugiere la existencia

de otros mecanismos que proveen el Ca?* en condiciones fisioldgicas para estimular la RA.

Recientemente, demostramos que el Mibefradil (Mib) y el NNC 55-0396 (NNC) (figura 9A),
ambos inhibidores de CatSper, son bases débiles anfipaticas capaces de acumularse y protonarse
en el acrosoma del espermatozoide de humano y ratén (figura 9B). La acumulacién y protonacion
elevan el pH, estimulando la liberacion del Ca?* almacenado en el organelo y un influjo de Ca?*
extracelular. El incremento en la concentracion de Ca?* intracelular ([Ca?*]) desencadena la RA por
un mecanismo aun desconocido (Chavez et al., 2018). Con base en lo anterior, nuestro grupo ha
propuesto que el aumento del pHa. es un proceso crucial para regular los flujos de Ca?" que
desencadenan la RA bajo condiciones fisiolégicas en el espermatozoide de mamifero.
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Figura 9. Mecanismo que induce el incremento de pHa mediado por los inhibidores de CatSper.

A. Se muestra la estructura de los inhibidores de CatSper y sus propiedades fisicoquimicas, pKa y el coeficiente de
particion (LogP). Estos datos se obtuvieron con el programa ChemAxon. B. Las bases débiles anfipaticas (B) como el Mib
y el NNC difunden a través de la membrana plasmatica del espermatozoide desde una regién con alta concentracion a
una con baja concentracion. Dentro de la célula, estos compuestos se acumulan y protonan (BH*) dentro del acrosoma

desencadenado sefiales de Ca?* que culminan en la induccion de la RA. Creado con BioRender.com y Chemsketch.
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Adicionalmente, se ha reportado también que ambos inhibidores de CatSper inducen un
aumento de la [Ca?']ien células somaticas. Este incremento se asocia con la liberacion de Ca?
desde el RE a través de los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IPsR, del inglés inositol
trisphosphate receptor) mediante la activacion de la via de la fosfolipasa C. El vaciamiento del RE
desencadena la entrada de Ca?" extracelular mediante la via de entrada de Ca?* operada por los
reservorios intracelulares de Ca?* (SOCE, del inglés store-operate Ca?* entry) a través de los
canales de la familia Orai (Eberhard et al., 1995; Huang et al. 2015; Souza-Bomfim et al., 2021; Visa
et al., 2022). En el espermatozoide de ratén, se ha reportado la presencia de estos canales de Ca?*

y contribuyen a los flujos de Ca?* que desencadenan la RA.

2.3. Los canales de Ca** acrosomales en la RA

Los canales de Ca?* expresados en la vesicula acrosomal contribuyen al aumento de la
[Ca?']i necesario para la RA. En el espermatozoide de raton, la concentracion del Ca?* acrosomal
esta regulada por los IP3R (Walensky & Snyder 1995, Trevifio et al., 1998, Herrick et al., 2005), las
ATPasas de Ca?* de tipo ER/SR (Lawson et al., 2007), los receptores de rianodina (Trevifio et al.,
1998) y los canales TPC1 (Arndt et al., 2014). En la tabla 2, se muestra un resumen de la

farmacologia de estas entidades moleculares.

Tabla 2. Farmacologia de los canales de Ca?* acrosomales del espermatozoide de raton.

Antagonista Blanco Inductor de la RA Efecto sobre Referencia
(ICs0) laRA
2-APB IP3R (10 uM) Espontanea No inhibe
NAADP (0.05-50 uM) Inhibe
Rojo de Receptor de rianodina (10 uM) Espontanea No inhibe
rutenio NAADP (50 uM) Inhibe Arndt et al., 2014
Ned 19 TPC1 (100 uM) NAADP (0.05-50 uM) No inhibe
Zona pellcida Inhibe
Heparina IP3R (10 uM) Tapsigargina (10 pM) Inhibe Walensky & Snyder
1995
Tapsigargina ATPasa de Ca?* (10-20 uM) Induce Herrick et al., 2005

Clso: La mitad de la concentracion inhibitoria maxima.

Todas ellas han mostrado una pH dependencia como parte de su mecanismo de activacion
(Haller et al., 1996; Tsukioka et al., 1994; Li et al., 2012; Cang et al., 2014; Xiong & Zhu 2016).Sin
embargo, alin se desconoce como el pH, regula el aumento de la [Ca?*]; en los espermatozoides de
raton. Por lo tanto, abordar como la alcalinizacion acrosomal regula los canales de Ca?* en este

organelo es importante para comprender mejor los mecanismos moleculares que conducen ala RA.
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3. JUSTIFICACION

El acrosoma es un reservorio acido de Ca?* que se localiza en la cabeza del espermatozoide.
La RA es un proceso altamente regulado, dependiente de Ca?*, e indispensable para la fecundacion
en los mamiferos. Se ha propuesto que CatSper, es una de las entidades moleculares principales
encargadas de regular los flujos de Ca?* que desencadenan la RA. Igualmente, diversos trabajos
de investigacion han demostrado que los canales de Ca?* expresados en la vesicula acrosomal
también participan en dicha regulacion. No obstante, nuestro conocimiento sobre los
transportadores que controlan los flujos del Ca?* en el espermatozoide durante la RA es ain muy

limitado.

Recientemente, demostramos que los farmacos inhibidores de CatSper, Mibefradil y NNC
55-0396 son bases débiles anfipaticas, capaces de alcalinizar el acrosoma del espermatozoide de
humano y ratén. El incremento de pH. desencadena la liberacion del Ca?* almacenado en el
organelo, estimula la entrada del Ca?" extracelular e induce la RA. Estos hallazgos sugieren en
principio que el pHa puede regular los flujos de Ca?* que conducen a la exocitosis del organelo en el
espermatozoide de mamifero. Considerando que dicha regulacién es poco conocida, seria
importante dilucidar: cuales son las entidades moleculares que regulan la movilidad del Ca?*
acrosomal durante la alcalinizacion del organelo, asi mismo, identificar los canales de Ca?
expresados en la membrana plasmatica que se regulan por la liberacion del Ca?* acrosomal. Los
resultados obtenidos ayudaran a comprender mas los mecanismos moleculares que subyacen la

RA en el espermatozoide de mamifero.
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4. HIPOTESIS

Los canales de Ca?* acrosomales dependientes de pH participan en la regulacion de los
flujos de Ca?* que conducen a la exocitosis del organelo en el espermatozoide de ratén.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el mecanismo molecular por el cual el pHa regula los flujos de Ca?* en el

espermatozoide de raton.

Objetivos especificos

> Disecar la influencia directa del pH, sobre la liberacién del Ca?" acrosomal, del

cambio osmatico que éste produce.

> Identificar la o las entidades moleculares permeables a Ca?* en el acrosoma que se

activan durante la alcalinizacién del organelo.
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6. MATERIALES Y METODOS

Reactivos

El NNC 55-0396 (NNC), la Xestospongina C (Xc), el SKF-96365 (SKF), el Dimetilsulféxido
(DMSO), el Acido Etilenglicol Tetraacético (EGTA), el Acido Plurénico F-127 se adquirieron de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). El Mibefradil (Mib) y la lonomicina (lono) de Alomone (Jerusalén,
Israel). El dipéptido modificado Gly-Phe-B-naftilamida (GPN) se obtuvo de Cayman Chemical (Ann
Arbor, MI). El 2-Aminoetoxidifenilborato (2-APB), el frans-Ned 19 (iNed 19) y el cis-Ned 19 (.Ned 19)
se adquirieron de Tocris Bioscience (Bristol, UK). Las sondas fluorescentes Fluo-3 AM, Fluo-5N AM
y el LysoSensor Green DND-189 (LSG) se obtuvieron de ThermoFisher Scientific (Waltham, MA).
A excepcion del LSG, los compuestos se diluyeron y almacenaron de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (tabla 3).

Tabla 3. Concentracion de los compuestos usados en los registros.

Blanco Concentracion
Compuesto Disolvente (Clsa) d Referencia
50 usada
NNC H20 CatSper (10 uM)H 10 uM Strlinker et al., 2011
Mib H20 CatSper (40 uM)H 30 uM Chavez et al., 2018
Xc DMSO IP3R (1 uM)H 2uM Mata-Martinez et al. 2018
Zhang et al., 20201
Canales CRAC (5-10 uM)? 50 uM
2-APB DMSO Bakowski et al. 20211
IP3R (100 uM)? 100 uM
Gambardella et al., 20212
SKF DMSO Canales CRAC (10-20 uM) 10 uM Trevifio et al., 2006
tNed 19 Arndt et al., 20142
DMSO TPC1/2 (100 uM) 100 uM )
c<Ned 19 Sanchez-Tusie et al., 2014
Agente
lisosomotrépico
GPN DMSO ‘ Organelos acidos (50 uM)H ‘ 100 uM ‘ Sénchez-Tusie et al., 2014
Quelante de Ca?*
EGTA H20 ‘ ‘ ‘
lonéforo de Ca?*
lono DMSO ‘ ‘ 10 uM ‘
Sondas
fluorescentes
LSG DMSO - 500 nM
Fluo-3 DMSO - 2 uM -
Fluo-5N DMSO - 1uM

Nota: Los datos presentados son los reportados en espermatozoides de humano (H). La concentracién del 2-APB para los canales

CRAC se tomé de los reportes en células somatica. Clso: La mitad de la concentracion inhibitoria maxima.
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Medio de registro

A menos que se indique lo contrario, todos los experimentos se realizaron en medio TYH
(medio de registro) con Ca?* 100 nM en condiciones no capacitantes. Para ajustar el medio de
registro con Ca?* 100 nM se us6 el programa Maxchelator (Stanford University) y como agente
quelante EGTA. El medio TYH contiene (en mM): NaCl 119.5, KCI 4.7, CaCl; 1.71, KH2PO4 1.2,
MgSO4 e 7H,0 1.2, HEPES 20, glucosa 5.56 y piruvato de sodio 0.51, pH =7.4 a 37°C.

Colecta de la muestra biolégica

El Comité de Bioética del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma
de México aprobd los protocolos experimentales. Los espermatozoides motiles se obtuvieron de los
epididimos (region de la cauda) posterior al sacrificio de ratones CD-1 (3 meses de edad) mediante
dislocacion cervical. Brevemente, a cada epididimo se le hicieron pequefios cortes y se depositaron
cuidadosamente en el fondo de un tubo Eppendorf (1.5 mL). A continuacién, se adicion6 medio de
registro (700 pL) y se incubaron durante 5 min a 37°C. Durante este tiempo solo aquellas células
con mejor motilidad migran a la parte superior de medio. Al finalizar la incubacién, se tomaron 500

uL (~1-3 x 10° células) del sobrenadante para realizar los distintos ensayos.

Evaluacion de los cambios en el Ca?* intracelular y acrosomal

El aumento del Ca?* intracelular y la liberacion del Ca?* acrosomal se determiné usando las
sondas fluorescentes Fluo-3 y Fluo-5N, respectivamente. Brevemente, las células colectadas se
incubaron con Fluo-3 AM o Fluo-5N AM mas acido plurénico F-127 (0.05%) durante 40 min a 37°C
en oscuridad. Para recuperar las células cargadas, la suspensién se centrifugdé durante 5 min a 2
000 rpm, el sobrenadante se descarté cuidadosamente y la pastilla obtenida se resuspendié en un
volumen apropiado con medio de registro (100 ulL). Los espermatozoides se mantuvieron a 37°C
en oscuridad hasta el término de los experimentos. Las células cargadas con Fluo-3 o Fluo-5N se
excitaron usando un LED azul (A= 380—475 nm, 3.15 A, Luminus Devices, Woburn, MA), un filtro de
excitacion (HQ480/40x), un espejo dicroico (Q505Ip) y un filtro de emision (HQ535/50m) (Chroma
Technology, Bellown Falls, VT).

Estimacion de los cambios en el pHacrosomal (PHa)

El pHa se evalu6 usando la sonda fluorescente LSG. Brevemente, los espermatozoides (1
mL; ~1-3 x 10° células) se incubaron con LSG durante 10 min a 37°C en oscuridad. Posteriormente,
las células cargadas se recuperaron siguiendo el protocolo descrito en la seccion anterior. Los
espermatozoides cargados con LSG se excitaron usando un LED Azul Real (A= 450—455 nm, 3.15
A, Luminus Devices), un filtro de excitacidén (D440/20x), un espejo dicroico (T455Ip) y un filtro de
emision (ET510/80m) (Chroma Technology).
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Adquisiciéon de imagenes de fluorescencia

Una vez cargadas las células se adhirieron a cubreobjetos recubiertos con concanavalina A
(Sigma-Aldrich) (1 mg/mL) y se montaron en una camara de registro. Los espermatozoides no
adheridos se eliminaron mediante lavados suaves y la camara se llend con medio de registro (200
pL). Durante los registros, las muestras se mantuvieron a 37°C usando un controlador de
temperatura PDMI-2 (Harvard Apparatus, Holliston, MA). Las sefales de fluorescencia se
adquirieron de acuerdo con lo descrito por Nishigaki y sus colaboradores (Nishigaki et al. 2006). El
sistema de adquisicion de imagenes esta conformado por un microscopio invertido Olympus iX71
equipado con un objetivo Plan Apo 60X/1.42 de inmersidn en aceite, un sistema de excitacion por
pulsos de luz basado en LED y una camara EMCCD iXon® DU-888e (1024 x 1024 px) (Andor
Technology, Belfast, Northern Ireland). Para colectar las imagenes se us6 un binning 2x2 y el
programa Andor iQ. Las imagenes de fluorescencia se adquirieron cada 500 ms con un tiempo de

exposicion/iluminacion de 2 ms por un periodo de 7 min.

Procesamiento y andlisis de imagenes de fluorescencia

Los cambios de fluorescencia se analizaron seleccionando regiones de interés (ROI, del
inglés: Region Of Interest) en las cabezas de espermatozoides individuales y en el fondo de cada
imagen utilizando el programa Fiji (Rueden et al., 2017). Con esta herramienta se obtuvieron los
valores crudos de la fluorescencia promedio en cada ROl para cada una de las imagenes
adquiridas, los cuales se analizaron utilizando Microsoft Excel. Brevemente: a cada ROI se le resta
el valor del fondo obtenido en cada imagen, los valores resultantes se normalizan usando la
ecuacioén (F-Fo)/Fo; donde F es la medida de fluorescencia en un momento dado y Fo el promedio
de la fluorescencia basal (30 s previos a la adicion de los compuestos). El incremento de [Ca?']i se
determind utilizando la ecuacion [(F-Fo)/Fol/Fiono; donde Fiono €S €l valor de la fluorescencia obtenido
en respuesta a lono 10 uM (control de la repuesta maxima de Ca?* en la célula). El cambio en el

pHa se estim6 usando la ecuacion (F/Fo)-1.

Farmacologia

Las curvas concentracion-efecto para el Mib, el NNC y el GPN se construyeron tratando a
los espermatozoides con distintas concentraciones de los compuestos en un rango de 1 uM a 200
uM durante 5 min. La participacion de los IPsR se evalud pretratando a las células con los inhibidores
permeables a la membrana, Xc (inhibidor selectivo) o 2-APB (inhibidor no selectivo) (Gambardella
et al.,, 2021) durante 5 min antes de la adicién de Mib 30 uM o NNC 10 uM (figura 10A). La
contribucién de los canales TPC1 se determind pretratando a los espermatozoides con el inhibidor
selectivo permeable a la membrana, (Ned 19 o con su estereoisémero reversible (:Ned 19 (Arndt et
al., 2014) durante 5 min (figura 10B). Para explorar la participacion de los canales de Ca?* regulados

por el vaciamiento de reservorios intracelulares, las células se pretrataron con 2-APB (Zhang et al.,
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2020) o SKF (Trevifio et al., 2006; Bakowski et al., 2021) durante 5 min en medio de registro con

Ca?* 1.7 mM, ambos farmacos son inhibidores no selectivos de estos canales (figura 10C).

A Xc
2-APB | Pre-incubacion con los inhibidores Registro
Y | Y
.......... \ i AV 5 mins -
Membrana ’\‘\ ‘/” Xe %pM cS8 =
acrosomal [FA NN 2.aPB 100 M & 37°C y =
A\ -/ 2
Receptores de IP;
B wansNed 19
«sNed 19 |
prommmmmmnn » o0 0 g 5 mins T
Membrana tNed 19'1 00uM (. .- @ |
acrosomal o o
Lo e cNed19100 pM Laree > U~

Canales TPC1

C 2-APB
SKF
2-APB50pM - )
“Membrana | | (7" s ' () Ksmine
lasmatica —> 2-APB100pM .- —
S ot H Jarec 3
SKF 10 yM

Canales de Ca?*
activados por liberacion
de Ca?*

Figura 10. Disefio experimental del tratamiento con los inhibidores de canales de Ca?* acrosomales y de la
membrana plasmatica.

Ay B. Evaluacion de la contribucion de los canales de Ca?* acrosomales. Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se
pre-incubaron con antagonistas de los IPsRy de los canales TPC1 durante 5 minutos a 37 °C antes de la adicién de 30
uM Mib o 10 uM NNC. Todos los experimentos se realizaron en un medio de registro con Ca?* 100 nM. C. Evaluacion de
la contribucion de los canales de Ca?* regulados por el vaciamiento de pozas intracelulares. Los espermatozoides
cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con antagonistas de los canales de Ca?* activados por la liberacion de Ca?* durante
5 minutos a 37°C antes de la adicién de 30 uM Mib o NNC 10 uM NNC. Todos los experimentos se realizaron en un medio

de registro con Ca?* 1.7 mM. Creado con BioRender.com

Evaluacion de la RA usando la tinciéon con azul de Coomassie

Para inducir la RA, los espermatozoides se incubaron con los farmacos a evaluar durante 60
min a 37°C. Las células incubadas en el diluyente (medio de registro o medio de registro mas
DMSO) o con lono 10 uM se usaron como control negativo o positivo, respectivamente. Al finalizar,
los espermatozoides se incubaron con una solucion fijadora (formaldehido al 10 % en buffer fosfato
salino en una relacion 1:1 (v/v)) durante 5 min a temperatura ambiente. Después, se centrifugaron
durante 10 min a 3000 rpm, el sobrenadante se descarté cuidadosamente y las células se
resuspendieron en buffer fosfato salino 1X (50 ulL). Una alicuota de 20 uL se coloc6é en un
portaobjeto y se dej6 secar a temperatura ambiente. Las muestras se tifien con azul de Coomassie
G-250 (0.22 %) en etanol (50 %) y acido acético glacial (10 %) durante 5 min. El exceso de colorante
se eliminé con agua destilada y se dejo secar a temperatura ambiente. Para terminar, se adicioné

glicerol 50 % (v/v) y se examind la integridad del acrosoma usando microscopia de contraste de
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fases con el objetivo 100X de inmersion en aceite (figura 11). El % de RA se calculd analizando al

menos 100 células por cada tratamiento.

Figura 11. Tincion de espermatozoides con azul de Coomassie.

La tincion con azul de Coomassie es un método eficaz para evaluar la integridad del acrosoma
en espermatozoides de mamiferos (Larson & Miller 1999). Este compuesto se une mediante
interacciones electrostaticas entre los grupos sulfénicos presentes en la molécula y los grupos
cargados positivamente de las proteinas. Asi, el espermatozoide con el acrosoma intacto

muestra una tincion azul brillante en la region apical de la cabeza (fecha roja). Por otra parte,

la célula que se ha sometido a la RA no tiene tinciéon o muestra una tincion irregular, indicando

que el contenido de la vesicula secretora se ha perdido (flecha negra).

Analisis estadistico y presentacion de los datos

Para el analisis matematico, el andlisis estadistico y la construccion de las gréficas se utilizd
el programa GraphPad Prism 8 Software, Inc. (La Jolla, California, USA). Los tratamientos se
realizaron por duplicado en al menos 3 ratones distintos (aproximadamente se analizaron 20 células
por cada tratamiento). Las graficas de lineas expresan el trazo representativo de los resultados
obtenidos en cada experimento. Las gréaficas de barras denotan la amplitud de la respuesta obtenida
en cada tratamiento, es decir, la diferencia de la intensidad de fluorescencia obtenida después de
la adicion de un compuesto y la intensidad de la fluorescencia segundos antes de la adicion de éste.
Los datos se expresan como el valor promedio de cada tratamiento + el error estandar. La mitad de
la concentracion efectiva maxima (CEsp) se calcul6 usando la ecuacion: Y=100*X/(CEse+X). El valor
de la contante de tiempo (t) se calculd usando la ecuacion de asociacion de una fase:
Y=Yo+(meseta-Yo)*(1-eX™). Ambos parametros se determinaron con el software GraphPad Prism
8. Para la prediccion y el calculo de las propiedades de los farmacos se usé Calculator Plugins,
Marvin 17.21.0, ChemAxon, (http://www.chemaxon.com). Para examinar si los valores se ajustan a
una distribucion Gaussiana, se empleé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Las
comparaciones entre la A de intensidad de fluorescencia y el porcentaje de células sometidas a la
RA se analizaron con la prueba ANOVA de una via. Posteriormente, se aplicaron las pruebas de
Dunnett y Tukey para determinar las diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos. En algunos casos los datos se analizaron con la prueba t-Student. El limite de
significancia se establecio en: ™p>0.05 *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. ns.

Estadisticamente no significativo.
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7. RESULTADOS

Previamente, reportamos que los farmacos inhibidores de CatSper como el Mib y el NNC
son bases débiles anfipaticas capaces de incrementar el pHa en el espermatozoide de mamifero.
La alcalinizacion del pHa induce la liberacion de Ca?" desde los reservorios acidos como el
acrosoma, el influjo de Ca?* extracelular y la RA, un proceso exocitético dependiente de Ca?*
importante para la fecundacion (Chavez et al., 2017). En principio, estos resultados sugieren una
relacion entre la alcalinizacion del acrosoma y la liberacion del Ca?* almacenado en el organelo.
Con el objetivo de determinar si éste era realmente el caso, establecimos la dosis-dependencia de
los inhibidores de CatSper para incrementar el pH, y liberar el Ca?* desde el organelo. Para medir
Unicamente el eflujo de Ca?* desde el acrosoma, realizamos los experimentos ajustando el Ca?*
externo a 100 nM. Al usar un medio de registro con Ca?* 100 nM se esta igualando con la
concentracién de Ca?* intracelular ([Ca?*]i= 100-200 nM), descartando el influjo de Ca?* extracelular

que podria producirse por un gradiente electroquimico (Clapham 2007).

7.1. Los inhibidores de CatSper alcalinizan el pH. de manera dependiente de la
concentracién

Iniciamos nuestro estudio determinando la dosis-dependencia del Mib y el NNC para
incrementar el pHa usando espermatozoides cargados con LSG. El LSG es una sonda fluorescente
que se acumula en los organelos acidos y muestra un incremento en su fluorescencia tras la
acidificacion del ambiente donde se encuentra. Como previamente reportamos (Chavez et al.,
2018), el tratamiento con los inhibidores de CatSper indujo la alcalinizacion de la vesicula acrosomal
(figura 12A y 12D). Este incremento de pH. se observé como una pérdida uniforme de la
fluorescencia del LSG, la cual fue dependiente de la concentracion (figura 12B y 12E). El Mib
estimulé el incremento de pHa cuando se uso6 por encima de 10 uM, con un maximo aumento de
pHaa 60 uM y una CEsp iguala 11.1 + 3.3 uM (figura 12C). En cambio, el NNC indujo la alcalinizacién
del acrosoma cuando se usé por encima de 5 uM, con un maximo incremento de pH. a 30 pM.
Ademas, la curva concentracion-efecto del NNC mostré6 dos componentes: el primero con una
CEso1) de 2.6 = 1.0 uM y el segundo con una CEsgz) de 7.7 £ 1.5 uM (figura 12F). Anteriormente,
reportamos que éste compuesto también parecia mostrar dos componentes con respecto a su
capacidad para inducir la RA (Chavez et al., 2018).

Nuestros resultados muestran que el Mib y el NNC incrementan el pHa de manera
dependiente de la concentracion.
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Figura 12. El Mib y el NNC inducen el incremento del pHa de manera dependiente de la concentracion.

Los espermatozoides cargados con LSG fueron tratados con concentraciones crecientes de los inhibidores de CatSper
usando medio de registro con Ca?* 100 nM. A y D. Muestran imagenes de epifluorescencia representativas en donde se
observa que el Mib (30 uM) y el NNC (30 uM) indujeron la alcalinizacion del acrosoma. B y E. Trazos representativos que
muestran la disminucién de la fluorescencia del LSG indicando que tanto el Mib (0-60 pM) como el NNC (0-30 pM)
produjeron un incremento del pHa, respectivamente. C y F. Muestran las curvas de concentracion-efecto para el Mib y el
NNC, respectivamente. Notar que la respuesta es dependiente de la concentracién. El A de fluorescencia (AF) se obtuvo
alos 150 s en cada uno de los trazos. Para cada tratamiento, el cambio en el AF causado por la dilucion de LSG al agregar
el control (0 uM) se rest6. Cada barra representa el promedio y la desviacién estandar. La significancia estadistica se
determiné mediante la prueba ANOVA de una via y la prueba post-hoc de Dunnett. "$p>0.05 *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
****n<0.0001. n=3 ratones independientes. ns, no significativo. En B y E, las flechas indican la adicién del compuesto en

cada uno de los experimentos.

7.2. EI Mib y el NNC inducen la liberaciéon de Ca?* desde los reservorios intracelulares
de manera dependiente de la concentracion

A continuacion, exploramos la dependencia de la concentracion de los inhibidores de
CatSper para aumentar la [Ca?]; usando células cargadas con Fluo-3. En la figura 13 se muestra
cémo el tratamiento con el Mib (A) y el NNC (D) indujo el incremento de la [Ca®'] en el
espermatozoide de raton. El incremento de Ca?* intracelular se observdé como un aumento en la
fluorescencia del Fluo-3, el cual fue dependiente de la concentracion (figura 13B y 13E). El Mib
estimulé el incremento de la [Ca?*]; cuando se us6 por encima de 10 pM, con un maximo incremento
de la [Ca®*]ia 30 uM y una CEspigual a 4.9 + 1.8 uM (figura 13C). En contraste, el NNC indujo el
incremento de Ca?* intracelular cuando se us6 por encima de 9 uM, con un maximo incremento de
la [Ca?*]i a 11 uM. De manera similar al incremento de pH,, la curva concentracion-efecto del NNC
exhibié dos componentes: el primero con un valor de CEso1y igual a 1.7 £ 0.5 uM y el segundo con

un valor de CEso) igual a 3.8 £ 1.3 uM (figura 13F).
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Nuestros hallazgos muestran que los inhibidores de CatSper son capaces de estimular la
liberacion de Ca?* desde los reservorios intracelulares de manera dependiente de la concentracion.

Con base en nuestros resultados, decidimos usar 30 uM Mib y 10 uM NNC para los experimentos

posteriores.
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Figura 13. Los inhibidores de CatSper promueven la liberacién del Ca?* almacenado en los reservorios
intracelulares de manera dependiente de la concentracion.

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 fueron tratados con concentraciones crecientes de los inhibidores de CatSper
usando medio de registro con Ca?* 100 nM. A y D. Muestran imagenes de epifluorescencia representativas en donde se
observa que el Mib (30 uM) y el NNC (30 uM) indujeron el incremento de la [Ca®*]i. B y E. Trazos representativos que
muestran el incremento de la fluorescencia del Fluo-3 indicando que tanto el Mib (0-30 pM) como el NNC (0-11 uM)
produjeron un incremento del Ca?* intracelular, respectivamente. C y F. Muestran las curvas de concentracion-efecto para
el Mib y el NNC, respectivamente. Notar que la respuesta es dependiente de la concentracion. El A de fluorescencia (AF)
se obtuvo a los 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviacion estandar. La
significancia estadistica se determiné mediante la prueba ANOVA de una via y la prueba post-hoc de Dunnett. "$p>0.05
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. n=3 ratones independientes. ns = no significativo. En B y E, las flechas

indican la adicion del compuesto en cada uno de los experimentos.

7.3. Los inhibidores de CatSper liberan el Ca?* acrosomal

Posteriormente, corroboramos la liberacién del Ca?* acrosomal estimulada por el Mib y el
NNC usando células cargadas con Fluo-5N. Debido a su baja afinidad para el Ca?* (Kq= 90 uM), el
Fluo-5N emite fluorescencia principalmente en regiones donde la concentracién de este cation es
significativamente mayor que en el citoplasma ([Ca?']= 100-200 nM). Por lo tanto, al determinar la
intensidad de la fluorescencia solo en el area acrosomal ([Ca?*]acrosoma= 0.6-1 mM; Herrick et al.,
2005), se puede detectar la liberacion de Ca?* desde este reservorio. Como se esperaba, el
tratamiento con los inhibidores de CatSper indujo la liberacion del Ca?* acrosomal, el cual se observo
como una perdida en la fluorescencia del Fluo-5N (figura 14). La figura 14B muestra los trazos

representativos donde se observan dos diferentes patrones de la liberacion del Ca?* acrosomal; uno
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lento (liberacion gradual del Ca?" acrosomal; 1) y otro rapido (liberacién sostenida del Ca?*
acrosomal; Il). La mayoria de los espermatozoides exhibieron el patron | (~80 %) en respuesta a los
inhibidores de CatSper.

Este resultado demuestra que el Mib y el NNC inducen la liberacion del Ca?* acrosomal, lo

cual es consistente con una posible correlacion con el incremento de pHa.
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Figura 14. El Mib y el NNC inducen la liberacion del Ca?* acrosomal.

Los espermatozoides cargados con Fluo-5N fueron tratados con Mib 30 pM o NNC 10 uM usando un medio de registro
con Ca?* 100 nM. A. Muestra imagenes de epifluorescencia representativas en donde el Mib (30 uM) induce la liberacion
del Ca?* acrosomal. B. Los trazos representativos de los patrones de la liberacion del Ca?* acrosomal desencadenada
por los inhibidores de CatSper; uno lento (liberacién gradual del Ca?* acrosomal; 1) y otro rapido (liberacion sostenida del
Ca?* acrosoma; Il); n=4 ratones independientes. En B, las flechas indican la adicién del compuesto en cada uno de los

experimentos.

7.4. El agente lisosomotréopico, GPN alcaliniza el acrosoma del espermatozoide ratén
de manera dependiente de la concentracion

En los reservorios acidos de Ca?*, la acumulaciéon de las bases débiles anfipaticas puede
inducir cambios osméticos causando la liberaciéon del Ca?* almacenado a través de la activacion de
canales mecanosensibles (Barral et al., 2022; Hu et al., 2022). Hasta el momento no hay evidencia
de que el Mib o el NNC estimulen estrés osmotico o activen canales mecanosensibles. Para
determinar la contribucion del componente osmotico en la liberacion de Ca?* acrosomal inducida
por los inhibidores de CatSper usamos el agente lisosomotrépico, GPN. Este compuesto es
hidrolizado por la proteasa lisosomal catepsina C, lo que resulta en la alcalinizacién del organelo, la
liberacion del Ca?* almacenado o la ruptura del organelo por estrés osmético (Berg et al., 1994;
Morgan et al., 2020). Se ha demostrado mediante estudios de protedmica que las catepsinas D y
H, isoformas de la catepsina C, estan presentes en el acrosoma del espermatozoide de ratdon
(Moreno & Alvarado 2006).

Primero, determinamos la dosis dependencia del GPN para incrementar el pH, usando
espermatozoide cargados con LSG . Al igual que en el espermatozoide de humano (Sanchez-Tusie
et al., 2014), el tratamiento con GPN indujo la alcalinizacion de la vesicula acrosomal en el
espermatozoide de ratédn (figura 15A). Similar a los inhibidores de CatSper, el incremento de pHa

fue dependiente de la concentracion (figura 15B). EI GPN estimulo el incremento de pHa, cuando se
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uso por encima de 50 uM, con un maximo aumento de pH, a 200 uM y una CEsp igual 2 40.3 £ 10.9
puM (figura 15C).

Nuestros hallazgos muestran que el GPN es capaz de alcalinizar el acrosoma del
espermatozoide de ratén como sucede en otros organelos acidos. Asimismo, el incremento de pHa,

inducido por este compuesto es de manera dependiente de la concentracion.
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Figura 15. El agente lisosomotrépico, GPN induce la alcalinizacién del acrosoma de manera dependiente de la

CEy = 40.3 + 10.9 uM

concentracion.

Los espermatozoides cargados con LSG fueron tratados con concentraciones crecientes de los inhibidores de CatSper
usando medio de registro con Ca%* 100 nM. A. Muestra una imagen de epifluorescencia representativas en donde se
observa que el GPN (100 uM) indujo la alcalinizacion del acrosoma. B. Los trazos representativos que muestran la
disminucién de la fluorescencia del LSG indicando que el GPN (0-200 uM) produce un incremento del pHa C. Muestra la
curva de concentracion-efecto para el GPN. Notar que la respuesta es dependiente de la concentraciéon. EI A de
fluorescencia (AF) se obtuvo a los 150 s en cada uno de los trazos. Para cada tratamiento, el cambio en el AF causado
por la dilucién de LSG al agregar el control (0 uM) se rest6. Cada barra representa el promedio y la desviacién estandar.
La significancia estadistica se determind mediante la prueba ANOVA de una via y la prueba post-hoc de Dunnett. "°p>0.05
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. n=3 ratones independientes. ns, no significativo. En B, la flecha indica la

adicion del compuesto en cada uno de los experimentos.

7.5. El GPN induce una escasa liberacion del Ca** acrosomal

Conjuntamente, exploramos la dependencia de la concentracion del GPN para liberar el Ca?*
desde los reservorios intracelulares usando células cargadas con Fluo-3. En la figura 16A, se
muestra como el tratamiento con GPN (100 uM) indujo el incremento de la [Ca?] en el
espermatozoide de raton. Semejante al efecto sobre el pHa, el aumento del Ca?* intracelular fue de
manera dependiente de la concentracion (figura 16B). EI GPN estimulé el incremento del Ca?*
intracelular cuando se uso por encima de 25 pM, con un maximo incremento de la [Ca?*]ia 100 uM
y una CEspigual a 15.0 £ 4.3 uM (figura 16C). Los resultados indican que este compuesto promueve
la liberacion de Ca?" desde los reservorios intracelulares de manera dependiente de la
concentracion. Asi mismo, evaluamos si el agente lisosomotropico es capaz de liberar el Ca?*
acrosomal usando espermatozoides cargados con Fluo-5N. Sorpresivamente, el compuesto no fue
capaz de inducir cambios en la fluorescencia del colorante (figura 16D y 16E). Teniendo en cuenta
la baja sensibilidad de la sonda fluorescente para el Ca?*, este resultado sugiere que la liberacion

de Ca?" acrosomal originada por el GPN es insignificante y no puede ser detectada por el Fluo-5N.
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En resumen, nuestros resultados muestras que el GPN induce el incremento de la [Ca?'] y
de pH. de manera dependiente de la concentracion. Sin embargo, el agente lisosomotrépico induce

débilmente la liberacién del Ca?* acrosomal.
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Figura 16. El GPN induce una escasa liberacion del Ca?* acrosomal.

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 o Fluo-5N fueron tratados con el GPN usando un medio de registro con Ca?*
100 nM. A. Muestra imagenes de epifluorescencia representativas en donde se observa que el GPN (100 puM) indujo el
incremento de la [Ca®*]i. B. Trazos representativos que muestran el incremento de la fluorescencia del Fluo-3 indicando
que el GPN (0-100 uM) produce un incremento del Ca?* intracelular. C. La curva concentracién-efecto del GPN. El A de
fluorescencia (AF) se obtuvo a los 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviacion
estandar. La significancia estadistica se determiné mediante la prueba ANOVA de una via y la prueba post-hoc de Dunnett.
"p>0.05 *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. n=3 ratones independientes, ns, no significativo. Los
espermatozoides cargados con Fluo-5N fueron tratados con GPN 100 uM. D. Imagen de epifluorescencia representativa
de un espermatozoide de raton tratado con el agente lisosomotropico. E. El trazo representativo de la liberacion del Ca?*
acrosomal inducido por el GPN; n=3 ratones independientes. En B y E, la flecha indica la adicion del compuesto en cada

uno de los experimentos.

7.6. Los inhibidores de CatSper y el GPN afectan diferencialmente la RA

El Mib y el NNC pueden inducir la RA incluso en un medio con baja concentracion de Ca?*
(Chavez et al., 2018). A continuacion, evaluamos la capacidad del GPN para estimular la exocitosis
del acrosoma usando la tincion con azul de Coomassie, la cual permite evaluar la integridad del
organelo. Para estimular la RA, los espermatozoides se incubaron con Mib (30 pM), NNC (10 puM)
o GPN (100 uM) durante 60 min a 37°C en medio de registro con Ca?* 100 nM. La cinética de la RA
se evalu6 tomando muestras cada 10 min durante la incubacion. Como se demostré anteriormente
(Chavez et al., 2018), los inhibidores de CatSper estimularon la exocitosis del acrosoma. En
contraste, el GPN mostré una capacidad baja para desencadenar la RA, ya que se requiere 3 veces
mas la concentracion de este compuesto para producir los efectos del Mib. Al determinar la

constante de tiempo (t) de la cinética de la RA se obtuvo un valor de 17.21 min para el Mib, 12.13
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min para el NNC y 17.03 min para el GPN. La induccién maxima de RA se obtuvo a los 30 min de
la incubacién con los farmacos (figura 17A). El porcentaje de espermatozoides que experimentaron
la RA a los 30 min del tratamiento con el Mib, el NNC y el GPN fue de 31.7 £ 9.0 %, 47.7+7.4 %y
26.3 £ 9.0 % respectivamente. La lono (10 uM) desencadend una cantidad muy pequefia de RA
(9.7 £ 5.5 %) (figura 17B).

Nuestros resultados muestran que los bloqueadores de CatSper son mas eficientes que el
GPN para inducir la RA. Por otra parte, estos hallazgos, junto con los obtenidos usando la sonda
Fluo-5N, muestran que los agentes lisosomotropicos no alteran la integridad de la membrana
acrosomal dentro de los primeros 5 min de la incubacién, tiempo en el que se llevan a cabo nuestros
registros. Finalmente, si un componente osmotico estuviera contribuyendo a la liberacion de Ca?*
acrosomal, el GPN deberia ser mas potente que el Mib y el NNC, lo que no fue el caso. Esto sugiere

que el aumento de pHa es el principal desencadenante de la liberacion de Ca?* acrosomal.
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Figura 17. Los agentes lisosomotropicos afectan diferencialmente la RA.

Los espermatozoides se incubaron con Mib (30 uM), NNC (10 pM) o GPN (100 uM) durante 60 min a 37°C usando un
medio de registro con 100 nM Ca?* para estimular la RA. El estatus del acrosoma se evalué mediante la tincion con azul
de Coomassie tomando muestras cada 10 min durante la incubacién. A. La cinética de la RA y la constante de tiempo ().
B. El porcentaje de la RA a los 30 min; n=3 ratones independientes. Cada barra representa el promedio y la desviacion
estandar. La significancia estadistica se determind mediante la prueba ANOVA de una via y la prueba post-hoc de Tukey.

Los valores p exactos se muestran en la grafica. ns= no significativo.

7.7. La liberacion del Ca?* acrosomal estimulada por los agentes lisosomotrépicos
correlaciona con su capacidad para aumentar el pH,

Habiendo establecido la dosis-dependencia de los agentes lisosomotropicos para
incrementar el pH, y liberar el Ca?* acrosomal, determinamos la correlacion entre estos dos
parametros. Primero estimamos si existe la correlacion lineal entre los valores de CEso (pHa y [Ca?*])
con el producto de dos propiedades fisicoquimicas de los compuestos (pKs*LogP). Estos
parametros muestran la capacidad del agente para acumularse (LogP) y protonarse (pKa) dentro de
los organelos &cidos. El ajuste dio como resultado una notable correlacién entre el pHa CEso (R? =
0.96) (figura 18A) y la[Ca?*]i CEso (R? = 0.96) (figura 18B) con el producto pKa*LogP. Posteriormente,
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estimamos si existe la correlacion lineal entre el pHa CEso y la [Ca?"]i CEso. El ajuste dio como
resultado una clara correlacion lineal (R? = 0.99) entre ambos valores de CEsx (figura 18C).
Nuestros resultados muestran que la liberacion del Ca?* acrosomal se correlaciona con el
aumento del pH. estimulado por los agentes lisosomotropicos. Estos hallazgos, junto con nuestro
informe anterior (Chavez et al., 2018), demuestran que la capacidad de los agentes
lisosomotropicos para aumentar el pH, y liberar el Ca?* acrosomal esta relacionada con su

capacidad para inducir la RA.
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Figura 18. Correlacion lineal entre el aumento del pHa y la liberacién del Ca?* acrosomal.

Evaluamos si existe una correlacion entre los valores de CEso y las propiedades fisicoquimicas de los agentes
lisosomotropicos (pKa y LogP). pKa y LogP indican la capacidad del compuesto para penetrar, acumular y protonarse
dentro de los organelos acidos. A. Se muestra la correlacion lineal de los valores de pHa CEso (uM) vs. los productos de
pKa y LogP para cada agente lisosomotropico. B. La relacion entre los valores de la [Ca?*]i CEso (uM) frente al producto
de pKa y LogP para cada base débil anfipatica. C. La correlacion entre los valores de pHa CEso frente a los valores de

[Ca?*]i CEso. La R? de cada correlacién lineal se indica en cada grafico.

Identificacion de los canales de Ca?" implicados en la liberacion del Ca?** acrosomal
dependiente del pH.

En las células somaticas, el Mib y el NNC inducen el incremento de Ca?* intracelular a través
de los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IPsR) mediante la activacion de la fosfolipasa C, la cual
produce diacilglicerol e IP3, este ultimo un ligando enddgeno de estos canales (Souza-Bomfim et
al., 2021; Visa et al., 2022). Los IP3R se localizan en el reticulo endo/sarcoplasmico, el mayor
reservorio de Ca?* en la célula somatica (Gambardella et al., 2021). En el espermatozoide de raton,
los IP;R se expresan principalmente en el acrosoma y contribuyen a la liberacion del Ca?*
almacenado en el organelo durante la RA inducida por la zona pellcida y la tapsigargina (Walensky
& Snyder 1995; Trevifio et al., 1998; Herrick et al., 2005).

Con el fin de identificar los canales de Ca?" involucrados en el aumento de la [Ca?];
dependiente del pHa, evaluamos si los IPsR contribuyen en las sefiales de Ca?* estimuladas por los
inhibidores de CatSper. EI GPN no se considero en estos experimentos ya que induce una liberacion

insignificante de Ca?* acrosomal.
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7.8. Los IP:R no contribuyen en la liberacion del Ca?* acrosomal estimulada por los
inhibidores de CatSper

Para determinar la contribucion de los IP3R, las células cargadas con Fluo-3 se pre-
incubaron (5 min; 37 °C) con los antagonistas permeables a la membrana, Xc (2 uM) o 2-APB (100
uM) antes de la adicion de los inhibidores de CatSper. El pretratamiento con Xc y su continua
presencia en el medio de registro no modifico la liberacion de Ca?* acrosomal inducida por el Mib
(figura 19A) y el NNC (figura 19B). En contraste, el tratamiento con 2-APB redujo significativamente
el incremento del Ca?* intracelular inducido por el Mib (71.9 + 10.3 % de inhibicién; figura 19C),
mientras que la liberacién de Ca?* acrosomal estimulada por el NNC no se vio afectada (figura 19D).

Estos resultados sugieren que los IPsR no participan en la liberacién del Ca?* acrosomal

inducida por los inhibidores de CatSper.
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Figura 19. Los inhibidores de los IP3R afectan diferencialmente la liberacién del Ca?* acrosomal estimulada por el
Mib y el NNC.
Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con dos antagonistas de los IP3R, Xc 2 uM o 2-APB 100 uM
durante 5 min a 37 °C antes de la adiciéon de Mib 30 uM o NNC 10 uM. Ay B. El tratamiento con Xc no afecto las sefiales
de Ca?* inducidas por los inhibidores de CatSper; n=4 ratones independientes. C. El 2-APB redujo significativamente el
aumento de la [Ca?']i estimulada por el Mib; n=5 ratones independientes. D. Las sefales de Ca?* inducidas por el NNC
son insensible al 2-APB; n=5 ratones independientes. Los graficos de barras expresan el A de fluorescencia (AF) a los
300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviacion estandar. La significancia estadistica
se determiné mediante la prueba ANOVA de una via y la prueba post-hoc de Tukey. Los valores p exactos se muestran
en los graficos ; ns= no significativo. La flecha indica la adiciéon del compuesto (control o los inhibidores de CatSper) en

cada uno de los experimentos.
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El 2-APB (LogP= 3.7; pKa= 9.4) puede acumularse en la vesicula acrosomal ocasionando la
alteracion del pHa. Debido a que fue contrastante que el 2-APB inhibiera solo las sefales de Ca?*
estimuladas por el Mib, exploramos si el 2-APB (100 uM) altera el pH. en espermatozoides cargadas
con LSG. Ademas, evaluamos al (Ned 19 (100 uM) (LogP= 3,9; pKa= 9,2), un antagonista de los
canales de dos poros 1 (TPC1) usado en experimentos posteriores. Como era de esperarse, los
inhibidores de CatSper (usados como control positivo) alcalinizan el acrosoma. Por el contrario, el
2-APB aument? la fluorescencia de LSG con respecto al control (DMSQO), mientras que el (Ned 19
no alteré el pHa. (figura 20A). Este resultado muestra que el 2-APB acidifica el acrosoma del
espermatozoide de raton. En un experimento paralelo, evaluamos la capacidad del 2-APB y del {Ned
19 para aumentar la [Ca?*]; en células cargadas con Fluo-3. En contraste con los inhibidores de
CatSper (usados como control positivo), ambos farmacos no aumentaron significativamente los
niveles del Ca?* intracelular en el espermatozoide de ratén (figura 20B).

Como el Mib tiene menor capacidad que el NNC para elevar el pH, y la [Ca?*];, nuestros
hallazgos sugieren que el pretratamiento con el 2-APB dificulta la acumulacién del Mib en el lumen
acrosomal, disminuyendo su capacidad para alcalinizar el organelo. Para evaluar esta hipétesis, los
espermatozoides cargados con LSG se pre-incubaron con 2-APB 100 uM (5 min; 37 °C) antes de
la adicion de Mib 30 uM. Como era de esperarse, el tratamiento con el 2-APB disminuyo la
capacidad del Mib para aumentar el pH, (figura 20C). Este resultado muestra que la acidificacion
acrosomal estimulada por el 2-APB reduce la acumulacion del Mib en el lumen del organelo.

En resumen, nuestros hallazgos revelan que los IP3R no contribuyen significativamente en

el mecanismo de liberacion del Ca?* acrosomal estimulado por los inhibidores de CatSper.
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Figura 20. El 2-APB acidifica el acrosoma disminuyendo la capacidad del Mib para aumentar el pHa.

Los espermatozoides cargados con LSG o Fluo-3, se trataron con 2-APB 100 uM o tNed 19 100 uM en un medio de
registro con Ca?* 100 nM. Los inhibidores de CatSper se usaron como control positivo. A. El 2-APB acidifica el acrosoma
del espermatozoide de raton; n=5 ratones independientes. B. El 2-APB y el {Ned 19 no alteran los niveles del Ca?*
intracelular; n=3 ratones independientes. Los espermatozoides cargados con LSG se pre-incubaron con 2-APB 100 uM
durante 5 min a 37 °C antes de la adicién del Mib 30 uM. C. El tratamiento con 2-APB dificulta la acumulacién del Mib en
el acrosoma del espermatozoide de ratdén; n=3 ratones independientes. Los graficos de barras expresan el A de
fluorescencia (AF) a los 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviacién estandar. La
significacion estadistica se determiné mediante la prueba t-Student. Los valores p exactos se muestran en los graficos.

ns, no significativo. Las flechas indican la adicion del compuesto en cada uno de los trazos.

7.9. Los canales TPC1 participan en la liberacién del Ca?* acrosomal estimulada por
los inhibidores de CatSper

Los canales TPC1 pertenecen a una familia de canales permeables a Ca?* que se expresan
principalmente en las vesiculas acidas. En particular, este canal se expresa en los endosomas de
reciclaje y endosomas tempranos cuyo pHumina €s 5.7-6.9 (Morgan et al., 2022). El TPC1 es
regulado por el Ca?* citosolico, el fosfatidilinositol 3,5-bifosfato (union directa con el canal), el acido
nicotinico adenina dinucledtido fosfato (NAADP; union a una proteina accesoria del canal), el voltaje

de membrana y el pHuminat del organelo (Cang et al., 2014; Morgan et al., 2022).
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En el espermatozoide de raton, se ha reportado que las sefiales de Ca?* estimuladas por el
NAADP, a través de los canales TPC1 localizados en el acrosoma regulan la RA (Arndt et al., 2014).
A continuacién, determinamos la contribucion de estos canales en la liberacion del Ca?* acrosomal
inducida por los inhibidores de CatSper. Las células cargadas con Fluo-3 se pre-incubaron (5 min;
37 °C) con los antagonistas no competitivos permeables a la membrana, (Ned 19 (100 uM) y su
estereoisomero (Ned 19 (100 uM) antes de la adicion del Mib y el NNC. El pretratamiento con {Ned
19 y su continua presencia en el medio de registro redujo significativamente las sefiales de Ca?*
inducidas por el Mib (75.9 £ 6.7 % de inhibicién; figura 21A) y el NNC (38.7 + 7.6 % de inhibicion;
figura 21B). Asimismo, el tratamiento con (Ned 19 disminuyé el incremento de [Ca?*]; estimulada por
el Mib (66.0 £ 13.1 % de inhibicion; figura 21C) y el NNC (53,7 £ 14 % inhibicién; figura 21D).

Nuestros resultados muestran que los canales TPC1 contribuyen a la liberacion de Ca?*

acrosomal inducida por los inhibidores de CatSper.
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Figura 21. El Ned 19, un antagonista de los canales TPC1 disminuye significativamente la liberacién del Ca?*
acrosomal estimulada por los inhibidores de CatSper.

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con dos antagonistas de los canales TPC1, tNed 19 100 uM
o su estereoisdbmero <Ned 19 100 uM durante 5 minutos a 37°C antes de la adicion del 30 uM Mib 0 10 pM NNC. Ay B.
El tratamiento con tNed 19 disminuye las sefiales de Ca?* inducidas por los inhibidores de CatSper; n=5 ratones
independientes. C y D. El (Ned 19 inhibié parcialmente la elevacion de [Ca?*]i estimulada por las bases débiles anfipaticas;
para el Mib: n=5 ratones independientes y para el NNC: n=6 ratones independientes. Los graficos de barras expresan el
A de fluorescencia (AF) alos 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviacion estandar.
La significancia estadistica se determindé mediante la prueba ANOVA de una via y la prueba post-hoc de Tukey. Los
valores p exactos se muestran en los graficos. ns, no significativo. Las flechas indican la adicion del compuesto (control o

los inhibidores de CatSper) en cada uno de los trazos.

CIDC/UAEM - IBt/UNAM n



Enrique I. Oliver Santiago Bases moleculares de los flujos de Ca?* en el acrosoma ...

Identificacion de los canales de Ca?* en la membrana plasmatica regulados por el Ca%
acrosomal

La entrada de Ca?* operada por el vaciamiento de reservorios intracelulares (SOCE, del
inglés store-operated Ca?* entry) es una de las vias principales de ingreso de Ca?* extracelular en
las células de los mamiferos. En el espermatozoide de ratén, se ha reportado que la liberacion del
Ca?* acrosomal desencadena por la zona pellcida y las bases débiles anfipaticas estimula la SOCE
(O'Toole et al., 2000; Chavez et al., 2018). A continuacién, determinamos la contribucion de la
SOCE en el incremento del Ca?* intracelular inducido por los inhibidores de CatSper e iniciamos la
identificacion de los posibles canales de Ca?* involucrados en dicha respuesta. Para ello, utilizamos
antagonistas de los canales de Ca?* regulados por el vaciamiento de pozas de Ca?* expresados en
la membrana plasmatica del espermatozoide de ratéon y un medio de registro con Ca?" 1.7 mM.
Asimismo, consideramos que los flujos de Ca?* a través de los canales CatSper no contribuyen al

incremento de la [Ca?*] inducida por el Mib y el NNC, ya que ambos farmacos inhiben al canal.

7.10. La liberacion de Ca?" acrosomal mediada por los inhibidores de CatSper
desencadena la SOCE

Dado que los canales TPC1 participan en el incremento de Ca?* intracelular inducido por los
inhibidores de CatSper, determinamos su contribucién en la entrada de Ca?* extracelular. Para ello,
los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron (5 min; 37 °C) con (Ned 19 o (Ned 19
antes de la adicién del Mib y el NNC. El incremento de la [Ca?*]i inducido por el Mib disminuyo en
presencia del Ned 19 (70.3 + 18.8 % de inhibicion; figura 22A) y el [Ned 19 (78.9 + 10.1 % inhibicion;
figura 22C). En contraste, ambos antagonistas no afectaron la respuesta de Ca?* estimulada por el
NNC (figura 22B y 22D). En la figura 13, mostramos que el incremento de Ca?* intracelular inducido
por el NNC muestra 2 componentes, por lo tanto, este resultado sugiere que el componente que no
proviene de los canales TPC1 es suficiente para inducir aun la SOCE.

Nuestros hallazgos muestran que la liberacion del Ca?* acrosomal estimulada por los
inhibidores de CatSper desencadena la SOCE en el espermatozoide de ratén.
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Figura 22. La liberacién del Ca?* acrosomal inducida por los inhibidores de CatSper desencadena la SOCE.

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con dos antagonistas de los canales TPC1, tNed 19 100 uM
o su estereoisémero <Ned 19 100 uM durante 5 minutos a 37°C antes de la adiciéon de Mib 30 uM o NNC 10 uM. Ay C.
Los antagonistas de los canales TPC1 reducen significativamente el incremento de la [Ca?*] estimulada por el Mib; n=5
ratones independientes. B y D. Las sefiales de Ca?* inducidas por el NNC no se vieron afectadas por el iNed 19 y el c<Ned
19; para el iNed 19: n=6 ratones independientes y para el cNed 19: n=4 ratones independientes (ver discusion para una
explicacion de esta aparente inconsistencia). Los graficos de barras expresan el A de fluorescencia (AF) a los 300 s en
cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviacion estandar. La significancia estadistica se
determiné mediante la prueba ANOVA de una via y la prueba post-hoc de Tukey. Los valores p exactos se muestran en
los graficos; ns=no significativo. Las flechas indican la adicién del compuesto (control o los inhibidores de CatSper) en

cada uno de los trazos.

7.11. Los canales CRAC contribuyen a la SOCE desencadenada por los inhibidores de
CatSper

En las células eucariotas, los canales de Ca?* activados por la liberacién de Ca?* (CRAC) se
consideran una ruta importante para el influjo de Ca?* extracelular (Bakowski et al., 2021). Estos
canales estan compuestos por las proteinas de la familia ORAI (1-3) (proteinas formadoras de
poros) y las moléculas de interaccion estromal (1/2) (STIM, del inglés stromal interaction molecules;
proteinas detectoras de Ca?*) (Bakowski et al., 2021). Previamente, reportamos que las proteinas
ORAI (1-3) y STIM (1/2) se expresan en el espermatozoide de ratén y se localizan en la cabeza y
el flagelo de estas células (Darszon et al., 2012). En células somaticas, el Mib induce la captacion
de Ca?* extracelular mediante la activacion de los canales ORAI, o el complejo STIM-ORAI (Bomfim
et al., 2021; Kadar et al., 2021). Por lo tanto, los canales CRAC podrian contribuir a la SOCE

estimulada por la liberacion de Ca?* acrosomal inducida por los inhibidores de CatSper.
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Aunque el 2-APB tiene varios canales de Ca?* como blanco, los canales CRAC se
encuentran entre ellos (Zhang et al., 2020; Bakowski et al., 2021). Para determinar la contribucién
de estas entidades moleculares, los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron (5 min;
37 °C) con 2-APB (50 uM o 100 pM) antes de la adicién de inhibidores de CatSper en un medio de
registro con Ca?* 1.7 mM. La concentracién mas baja de 2-APB inhibio el 66.6 + 16.6 % de la
respuesta del Mib (figura 23A) y el 42.8 £+ 14.2 % la respuesta del NNC (figura 23B). A mayor
concentracion de 2-APB se disminuyd ain mas la amplitud de las sefiales de Ca?* desencadenadas
por el Mib (77.4 £ 15.2 % de inhibicién; figura 23C) y el NNC (55.2 £ 12.7 % de inhibicién; figura
18D).

Nuestros resultados sugieren que los canales CRAC contribuyen a la SOCE estimulada por

los inhibidores de CatSper.
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Figura 23. Los tratamientos con 2-APB inhiben parcialmente la entrada de Ca?* extracelular estimulada por los
inhibidores de CatSper.

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con dos concentraciones de 2-APB, 50 uM o 100 uM durante
5 minutos a 37°C antes de la adicion de Mib 30 uM o NNC 10 uM. A'y B. A 50 uM de 2-APB se redujo parcialmente la
elevacion de la [Ca?*]i estimulada por los bloqueadores CatSper; para el Mib: n=6 ratones independientes y para el NNC:
n=5 ratones independientes. C y D. Las sefiales de Ca?* inducidas por los bloqueadores de CatSper se inhibieron adn
mas con 2-APB 100 puM; n=4 ratones independientes. Los graficos de barras expresan el A de fluorescencia (AF) a los
300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviacion estandar. La significancia estadistica
se determiné mediante la prueba ANOVA de una via y la prueba post-hoc de Tukey. Los valores p exactos se muestran
en los graficos. ns, no significativo. Las flechas indican la adicién del compuesto (control o los inhibidores de CatSper) en

cada uno de los trazos.
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Para corroborar que los IPsR no se activan durante la alcalinizacion del acrosoma,
espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron (5 min; 37 °C) con Xc 2 uM antes de la
adicion de los inhibidores de CatSper en un medio de registro con Ca?* 1.7 mM. El pretratamiento
con Xc y su continua presencia en el medio de registro no afecté las sefiales de Ca?* inducidas por
el Mib (figura 24A) y el NNC (figura 24B).

Estos hallazgos, junto con las observaciones en la Figura 19, indican que los IP3R no se

activan tras la alcalinizacién de acrosoma inducida por los inhibidores de CatSper.
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Figura 24. Los IPsR permanecen inactivos durante la alcalinizacion acrosomal inducida por los inhibidores de
CatSper.

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con Xc 2 uM durante 5 minutos a 37°C antes de la adicién
de Mib 30 uM o NNC 10 puM en un medio de registro con Ca®* 1.7 mM. A y B. El tratamiento con Xc no alterd
significativamente la respuesta de Mib; n=4 ratones independientes o la respuesta de NNC: n=5 ratones independientes.
Los graficos de barras expresan el A de fluorescencia (AF) a los 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa
el promedio y la desviacién estandar. La significancia estadistica se determind mediante la prueba ANOVA de una via y
la prueba post-hoc de Tukey. Los valores p exactos se muestran en los graficos. ns, no significativo. Las flechas indican

la adicién del compuesto (control o los inhibidores de CatSper) en cada uno de los trazos.
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Previamente, reportamos que el SKF, un bloqueador no selectivo de los canales CRAC
(Bakowski et al., 2021), disminuye el incremento en la [Ca?*]; inducida por la Maitotoxina, un potente
activador de la entrada de Ca?* extracelular a través de canales catidnicos no selectivos en células
espermatogénicas de raton y en espermatozoides de ratén capacitados (Trevifio et al. 2006). Para
corroborar la participacion de los canales CRAC, las células cargadas con Fluo-3 se pre-incubaron
(5 min; 37 °C) con SKF 10 uM antes de la adicion de los inhibidores de CatSper en un medio normal
de registro con Ca?* 1.7 mM. Para nuestra sorpresa, la incubacién con SKF produjo el aumento
sostenido de la [Ca?"] (trazo gris y barra, figura 25A). A pesar de esto, nuestros resultados muestran
que las sefales de Ca?" inducidas por los inhibidores de CatSper se redujeron en los
espermatozoides tratados con SKF; ya que no se observé un efecto aditivo al cuantificar la magnitud
de la respuesta del SKF mas el incremento generado por las bases débiles anfipaticas (figura 25A
y 25B).

En resumen, nuestros resultados muestran que la liberacion del Ca?* acrosomal inducida por
los inhibidores de CatSper estimula la entrada de Ca?* extracelular en parte a través de los canales

CRAC.
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Figura 25. El SKF reduce la entrada de Ca?* extracelular estimulada por los inhibidores de CatSper.

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con SKF 10 uM durante 5 minutos a 37 °C antes de adicionar
Mib 30 uM o NNC 10 uM. A. El tratamiento con SKF reduce significativamente el aumento de la [Ca?*]; inducido por el
Mib; n=5 ratones independientes. El trazo y la barra de color gris muestra el aumento de Ca?* intracelular estimulado
durante la incubacion con SKF. B. Las sefiales de Ca?* inducidos por NNC se reducen en presencia del SKF, pero no de
manera significativa; n=4 ratones independientes. Los graficos de barras expresan el A de fluorescencia (AF) a los 300 s
en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviacion estandar. La significacion estadistica se
determiné mediante la prueba t-Student. Los valores p exactos se muestran en los graficos. ns, no significativo. Las flechas

indican la adicion del compuesto (control o los inhibidores de CatSper) en cada uno de los trazos.
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Caracterizacién de los efectos del SKF en el espermatozoide de ratén

El SKF (pKa= 6.5; LogP= 3.9) es un derivado del imidazol que inhibe la entrada de Ca?*
extracelular bloqueando directamente los canales de Ca?* o afectando las reservas intracelulares
de Ca?* en las células no excitables (Bakowski et al., 2021). Al realizar los controles de la incubacion
con SKF (figura 25, trazo gris y barra), nos sorprendié observar un aumento en la [Ca?*].. Por lo

tanto, caracterizamos el efecto de SKF sobre el [Ca?']i y pHa en el espermatozoide de ratén.

7.12. El SKF aumenta la [Ca?*]; de manera dependiente de la concentracion e induce la
alcalinizacién acrosomal

Primero, exploramos la dependencia de la concentracion del SKF para aumentar la [Ca?'];
en células cargadas con Fluo-3. En la figura 26A se muestra cémo el tratamiento con SKF 10 uM
eleva el Ca? intracelular en el espermatozoide de raton. El incremento de Ca?* intracelular se
observé como un aumento en la fluorescencia del Fluo-3, el cual fue dependiente de la
concentracion (figura 26B). El SKF estimulé el incremento de la [Ca?*]; cuando se us6 por encima
de 2 uM, con un maximo incremento de la [Ca?*]ia 20 uM y una CEspigual a 1.0 = 0.7 uM (figura
26C). Debido a estas observaciones, evaluamos la capacidad del SKF para elevar el pHas usando
espermatozoides cargados con LSG. Con base en nuestros resultados, decidimos usar SKF 10 uM
y NNC 10 uM como control positivo para aumentar el pH.. EI SKF alcalinizé el acrosoma de los
espermatozoides de ratdn, aunque con una cinética significativamente mas lenta que el NNC (figura
26D). Si el SKF opera con un mecanismo similar al del NNC, la diferencia entre este compuesto y
el inhibidor de CatSper para alcalinizar el acrosoma deberia reflejarse en su capacidad para
aumentar el [Ca?*].. Sin embargo, el SKF aumentd la [Ca?*]; mas rapido y con una mayor amplitud
que el NNC (figura 26E), lo que indica que hay diferentes mecanismos involucrados.

Nuestros hallazgos muestran que el SKF puede aumentar la [Ca?*]; de manera dependiente
de la concentracién y alcalinizar el acrosoma del espermatozoide de ratén a través de un

mecanismo distinto al de las bases débiles anfipaticas.

CIDC/UAEM - IBt/UNAM n



Enrique I. Oliver Santiago Bases moleculares de los flujos de Ca?* en el acrosoma ...

A B C

SKF 10 uM lono 10 pM

Basal

AF
[(F-Fo)/Fol/Fiono

—_
0 50 100 150 200 250 300 420
CEg=1.1204p M

Tiempo (s)
5p=0.285
D E e,
*p=0.034 **p=0.003
L — —
12 cition _ 0.20
0.8{™NNC 10 uM
g = Control (DMSO) - 0.15
T IL'_-‘ 0.2{==SKF 10 uM 10pM‘ g
o w £ 010
L ;_.3 0.1 %E :
" s
0.31mControl  =Control (DMSO) = 00 f 0.051
**|==Contro ==Control T e rE N =
0.0001 =0. 4 =
=NNC 10 M ==SKF 10 pM =P=0.0001%=p=0.000
-0.4 -0.4 "$p=0.341 0.001¥%5
0 50 100 150 200 250 300 —_— 0 50 100 150 200 250 300 420
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 26. El SKF aumenta los niveles Ca?* intracelular de manera dependiente de la concentracion y alcaliniza el
pHa en el espermatozoide de ratén.

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se trataron con el SKF a diferentes concentraciones utilizando un medio de
registro con Ca?* 1.7 mM. A. Muestra imagenes de epifluorescencia representativas en donde se observa que el SKF (10
uM) indujo el incremento de la [Ca®*]i. B. Trazos representativos que muestran el incremento de la fluorescencia del Fluo-
3 indicando que el SKF (0-20 uM) produce un incremento del Ca?* intracelular. C. La curva concentracion-efecto del SKF;
n=4 ratones independientes. D. En células cargadas con LSG, SKF 10 uM induce la alcalinizacién del acrosoma; n=4
ratones independientes. E. Los espermatozoides cargados con Fluo-3 respondieron mas rapido a SKF 10 uM y con una
mayor amplitud de la sefial de Ca?* en comparaciéon con el NNC; n=3 ratones independientes. Los graficos de barras
expresan el A de fluorescencia (AF) a los 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la
desviacion estandar. La significacion estadistica se determind mediante la prueba ANOVA de una via y la prueba post-
hoc de Dunnett o Tukey. Para panel C (prueba post-hoc de Dunnett): "p>0.05 *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
****n<(0.0001. Para los paneles D y E (prueba post-hoc de Tukey): los valores de p exactos se muestran en los graficos.
ns, no significativo. Las flechas indican la adiciéon del compuesto (control o los inhibidores de CatSper) en cada uno de los

trazos.

7.13. El derivado de imidazol, SKF incrementa el [Ca?*]; intracelular sin alterar el pHa
en un medio con Ca?* 100 nM

Para determinar la fuente de las sefiales de Ca?* inducidas por el SKF, evaluamos el efecto
de este compuesto en un medio de registro con Ca?* 100 nM. Primero, evaluamos la capacidad de
aumentar el pHa en espermatozoides cargados con LSG en esta condicion. EI NNC se utilizé como
control positivo. Como se esperaba, el NNC induce la alcalinizacion del acrosoma. Sin embargo, el
pHa. se vio solo ligeramente afectado por el SKF (figura 27A). Este resultado sugiere que el
mecanismo del aumento del pH, estimulado por este compuesto implica la entrada de Ca?
extracelular. Finalmente, evaluamos la capacidad del SKF para movilizar el Ca?* de las reservas
intracelulares en células cargadas con Fluo-3. Una vez mas, el bloqueador CatSper, NNC se utilizé

como control positivo. EI NNC induce el incremento de la [Ca?] como ya se ha demostrado.
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Sorprendentemente, la sefial de Ca?* inducida por SKF fue significativamente mayor que la del NNC

y mostré dos componentes, un aumento rapido durante los primeros segundos seguido de uno mas

lento (figura 27B).
En resumen, nuestros hallazgos sugieren que el Ca?* de los reservorios intracelulares tiene

una contribucion mas importante que el Ca?* que provienen del medio extracelular en el aumento

de la [Ca?*]; estimulado por el SKF en el espermatozoide de ratén.
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Figura 27. En un medio con bajo contenido de Ca?* (100 nM), el SKF incrementa el [Ca?*]; sin alterar el pHa.

A. En experimentos realizados en un medio con Ca?* 100 nM, SKF 10 uM incremento débilmente el pHa de las células
cargadas con LSG, mientras que NNC 10 pM mostr6 el tipico cambio considerable de pHa; n=5 ratones independientes.
B. Los espermatozoides cargados con Fluo-3 tratados con SKF 10 uM mostraron un aumento de la [Ca?*]i mas rapido y
significativamente mayor que el NNC; n=3 ratones independientes. Los graficos de barras expresan el A de fluorescencia
(AF) a los 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviacion estandar. La significancia
estadistica se determiné mediante la prueba ANOVA de una via y la prueba post-hoc de Tukey. Los valores p exactos se
muestran en los graficos; ns= no significativo. Las flechas indican la adicion del compuesto (control o los inhibidores de

CatSper) en cada uno de los trazos.
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8. DISCUSION

El Ca?* intracelular es un segundo mensajero universal que regula diversas respuestas
biolégicas desde la fecundacion hasta la muerte celular (Clapham 2007; Luan & wang 2021). Para
una exitosa fecundacion, los espermatozoides deben de llevar a cabo la RA, un proceso exocitotico
dependiente de Ca?* (Yanagimachi 2022). En los mamiferos, un requisito previo para la RA es la
alcalinizacion del pHa durante la capacitacion (Nakanishi et al., 2001; Carrasquel-Martinez et al.,
2022). El incremento fisiologico o artificial del pHa induce la liberacion del Ca?* acrosomal y estimula
la entrada de Ca?* extracelular desencadenando la RA (O Toole et al., 2000; Nakanishi et al., 2001;
Chavez et al., 2018). No obstante, desconocemos cémo un aumento del pH, origina las sefiales de
Ca?" que promueven la RA. En este estudio, nuestro objetivo fue establecer la relacion entre la
alcalinizacion del acrosoma y la liberacion del Ca%* almacenado, e identificar los canales de Ca?
involucrados utilizando bases débiles anfipaticas y espermatozoides de raton no capacitados como

modelo.

8.1. El pH. regula la liberacién del Ca?* acrosomal

Para establecer la correlacion entre el aumento del pHa y la liberacion de Ca?* almacenado
en el acrosoma, primero determinamos la dependencia de la concentracion de los inhibidores de
CatSper para alcalinizar este organelo utilizando la sonda fluorescente acidotrdpica LysoSensor
Green (LSG). Nuestros resultados muestran que el Mib y el NNC aumentan el pH. de manera dosis-
dependiente. Ademas, la curva dosis-respuesta del NNC mostré dos componentes para elevar el
pH. (Figura 7). Esta observacion es consistente con los resultados previos de la RA inducida por
este compuesto en espermatozoides de raton (Chavez et al., 2018). En el espermatozoide de
humano, los inhibidores de CatSper incrementan la [Ca?*]; de manera dosis-dependiente (Striinker
et al.,, 2011). A continuacion, determinamos la dependencia de la concentracién de estos
compuestos para liberar el Ca?* de los reservorios intracelulares utilizando la sonda fluorescente
sensible a Ca?*, Fluo-3. Nuestros hallazgos muestran que los inhibidores de CatSper aumentan la
[Ca?*]i de manera dosis-dependiente en el rango de concentraciones reportado previamente en las
células de humano. Como se observo en los experimentos de pHa, las sefiales de Ca?* inducidas
por el NNC también mostraron dos componentes. Estos resultados demuestran que los inhibidores
de CatSper inducen la alcalinizacion del acrosoma, el aumento del [Ca?*]iy la RA de manera dosis-
dependiente, lo que sugiere una relacion entre estos parametros.

En el espermatozoide de raton, la vesicula acrosomal es el principal almacén de Ca?*
intracelular y su liberacion puede desencadenar significativamente la RA (Walensky & Snyder 1995;
Trevifio et al.,, 1998; O'Toole et al., 2000; Herrick et al., 2005). Por lo tanto, corroboramos la
liberacion del Ca?* acrosomal inducida por los inhibidores de CatSper usando la sonda fluorescente
Fluo-5N, un reportero de baja afinidad por el Ca?*. Nuestros resultados muestran que el Mib y el

NNC inducen la liberacion del Ca?* acrosomal mostrando dos cinéticas, una lenta (80 % de las
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células que responden) y otra rapida (20 % de las células que responden). Estos experimentos
también indicaron que la integridad de la membrana acrosomal no se ve afectada por estos
compuestos dentro de los primeros 5 min del registro.

Las bases débiles anfipaticas pueden inducir cambios osmoéticos que podrian estimular la
liberacion del Ca?* almacenado en los reservorios acidos de Ca?* (Barral et al., 2022; Hu et al.,
2022). Sin embargo, hasta el momento no hay evidencia de que los inhibidores de CatSper puedan
inducir estrés osmotico en el acrosoma del espermatozoide de ratébn o activar canales
mecanosensibles acrosomales. Para determinar la contribucion del componente osmaético en la
liberacion del Ca?* acrosomal, caracterizamos los efectos del GPN sobre el acrosoma del
espermatozoide de raton. EI GPN, es un agente lisosomotropico que difunde libremente en los
organelos acidos donde las proteasas lisosomales lo hidrolizan, lo que da como resultado un
aumento drastico de la osmolaridad luminal (Berg et al., 1994; Hu et al., 2022). En el espermatozoide
de humano, este compuesto induce la alcalinizacion acrosomal a 100 uM (Sanchez-Tusie et al.,
2014). Nuestros resultados muestran que el GPN induce el aumento del pHa y de la [Ca?']; de
manera dosis-dependiente, como se ha reportado en otros tipos de células (Morgan et al., 2019).
Sin embargo, este compuesto mostré una baja capacidad para inducir la liberacion del Ca?*
acrosomal y desencadenar la RA, probablemente este resultado se debe a sus propiedades
fisicoquimicas. No obstante, los tres agentes lisosomotropicos (Mib, NNC y GPN) aumentan el pH,
y la [Ca?*]ide manera dosis-dependiente, lo que sugiere que estas variables estan correlacionadas.

Anteriormente, demostramos que la RA inducida por una base débil anfipatica depende de
su capacidad para permear la membrana (determinada por LogP) y su capacidad de aumentar el
pHa (determinado por pKa) (Chavez et al., 2018). A continuacion, establecimos la correlacion entre
la capacidad de estos compuestos para aumentar el pH, y liberar el Ca?* acrosomal con sus
propiedades fisicoquimicas. Nuestro analisis mostr6 que estas variables estan linealmente
correlacionadas. A pesar de que el GPN tiene un componente osmético adicional, se ajusté a la
correlacion lineal entre el pHa CEso y el [Ca?']i CEso de los inhibidores de CatSper. Por lo tanto,
proponemos que el efecto osmaético no contribuye significativamente a la regulacién de los flujos de
Ca?" en el acrosoma del espermatozoide de raton, demostrando que el pHa. puede regular la salida

los canales de Ca?* expresados en este organelo acido.

8.2. La liberaciéon del Ca2+ acrosomal dependiente del pHa es a través de los canales
TPC1

Los IP3R estan altamente expresados en el acrosoma de los espermatozoides de raton y se
ha sugerido que regulan la liberacion del Ca?* acrosomal durante la RA (Walensky & Snyder 1995;
Trevifio et al.,, 1998; O'Toole et al., 2000; Herrick et al., 2005). Ademas, hallazgos recientes
muestran que tanto el Mib como el NNC liberan el Ca?* de los reservorios intracelulares a través de
los IP3R en diferentes tipos de células (Souza-Bomfim et al., 2021; Visa et al., 2022). Primero
determinamos la contribucion de estos canales de Ca?* utilizando dos antagonistas, la Xc y el 2-
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APB. El tratamiento con la Xc no afecto la liberacion del Ca?* acrosomal estimulada por el Mib y el
NNC. Este resultado es consistente con observaciones previas en el espermatozoide de humano,
donde las sefiales de Ca?* inducidas por el NNC no estan asociadas con la liberacion de Ca?* a
travées de los IPsR (Morris 2014). Sin embargo, la pre-incubaciéon con el 2-APB inhibié
significativamente solo el eflujo de Ca?* acrosomal estimulado por Mib. Esta aparente contradiccion
se deriva del hecho de que el 2-APB es capaz de acidificar el acrosoma de los espermatozoides de
raton sin alterar los niveles del [Ca?*].. Este Ultimo resultado es consistente con previos reportes en
el espermatozoide de humano (Lefiévre et al.,, 2012). Como el NNC es significativamente mas
potente para elevar el pHa que Mib, la acidificacion de la vesicula acrosomal causada por el 2-APB
no afecta su capacidad para elevar el pHa, pero si disminuye la de Mib, lo que reduce su capacidad
para liberar Ca?* acrosomal. Por lo tanto, nuestras observaciones con los antagonistas de los IPsR
son consistentes con la escasa participacion de estos canales de Ca?* en el eflujo del Ca?*
acrosomal regulado por aumento de pH..

La familia de los canales TPC abarca tres miembros, pero solo dos (proteina 1 y 2) estan
presentes en primates y roedores, donde estan confinados a la membrana de los organelos acidos
(Freeman et al., 2023). TPC1 es un canal catidnico no selectivo regulado por el pHiuminal
(Rybalchenko et al., 2012; Cang et al., 2014). Estas proteinas y su activador, el segundo mensajero
NAADP (acido nicotinico adenina dinucledtido fosfato), estan involucrados en la movilizacion de
Ca?* de los reservorios intracelulares y la RA en los espermatozoides de humanos y de raton
(Sanchez-Tusie et al., 2014; Arndt et al., 2014). Por lo tanto, evaluamos la contribucién de TPC1
usando su antagonista, el (Ned 19 y su estereoisémero (Ned 19. En nuestras condiciones, {Ned 19
no alter6 el pHa ni la [Ca?*].. El tratamiento con los bloqueadores de los canales TPC disminuyo
significativamente las sefiales de Ca?* inducidas por el Mib y el NNC, aunque esta tltima con menos
fuerza. Este resultado es nuevamente consistente con la posibilidad de que las sefales de Ca?*
estimuladas por el NNC involucran un segundo componente que se estudiara en el futuro. Asi,
nuestras observaciones muestran que los canales TPC1 contribuyen a la liberacion de Ca?*
acrosomal inducida por la elevacion del pH..

Nuestros hallazgos en general sugieren que, ademas de los canales TPC1, existe al menos
otra entidad molecular que responde al aumento de pH.. La familia de los Receptores de Potencial
Transitorio Mucolipinas comprende tres canales catidnicos no selectivos, todos expresados en los
organelos acidos (TRPML 1-3) (Freeman et al., 2023). Se ha reportado que los canales TRPML3
se activan a valores de pH mas alcalinos, lo que resulta en una elevacion de la [Ca?']; (Krogsaeter
et al., 2022). Anteriormente, propusimos que los canales TRP participan en la fisiologia del
espermatozoide (revisado en Darszon et al., 2012). En este contexto, son necesarios mas estudios

para evaluar la contribucion de estos canales en la movilidad del Ca?* acrosomal.
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8.3. La liberacion del Ca?* acrosomal dependiente del pH. estimula la entrada de Ca?*
extracelular a través de los canales CRAC

En las células eucariotas, la via SOCE es un mecanismo comun para la entrada de Ca?*
desencadenada por el vaciamiento de los reservorios de Ca?* intracelulares. Los canales CRAC se
consideran la ruta principal para la entrada de Ca?* en este tipo de respuesta.

Primero, corroboramos que la liberacion del Ca?* acrosomal a través de los canales TPC1
desencadena la SOCE. Los farmacos antagonistas de los canales TPC redujeron significativamente
las sefiales de Ca?" inducidas por el Mib. Sin embargo, el incremento de la [Ca?]; inducido por el
NNC no se afect6 por los tratamientos. La liberacién de Ca?* acrosomal inducida por el NNC tiene
al menos dos componentes, los canales TPC1 y otro componente. Este ultimo, es capaz de activar
la SOCE posiblemente a través de un mecanismo distinto en las células. No obstante, nuestros
hallazgos muestran que la liberacion del Ca?* acrosomal dependiente del pH, estimula la SOCE en
el espermatozoide de ratén.

Para corroborar la contribucién de los canales CRAC en la SOCE estimulada por la liberacion
del Ca?* acrosomal dependiente de pHa, evaluamos dos antagonistas de los canales CRAC, el 2-
APB y el SKF. Vale la pena sefialar que el 2-APB tiene muchos blancos en la membrana plasmatica,
incluido el complejo STIM-ORAI, el propio canal ORAI y la familia de canales de TRP (Tian et al.,
2016; Zhang et al., 2020; Shawer et al., 2021). Si bien el 2-APB disminuyo las sefiales de Ca?*
inducidas por los inhibidores de CatSper, este compuesto inhibio la respuesta del Mib de manera
mas eficiente que la del NNC (Figura 18). Como mencionamos, el segundo componente de la
liberacion de Ca?* acrosomal inducido por el NNC puede desencadenar la SOCE por una via no
sensible a 2-APB. En el espermatozoide de humano, el 2-APB induce un aumento de la [Ca?*] en
un medio con una concentracion normal de Ca?* (Lefiévre et al., 2012). Aqui, mostramos que este
inhibidor no eleva la [Ca?"]i por si mismo en el espermatozoide de ratéon. En experimentos paralelos,
también corroboramos que los IP3R no se activan durante la alcalinizacion del acrosoma. Nuestros
resultados demuestran que estos canales de Ca?* no participan en la liberacion del Ca?* acrosomal
dependiente del pHa. Por lo tanto, nuestros hallazgos sugieren la participacion de los canales CRAC
en la entrada de Ca?* desencadenada por la liberacion de Ca?* acrosomal.

El SKF es un bloqueador no selectivo de los canales CRAC (Bakowski et al., 2021). A pesar
de esto, en el espermatozoide de humano, este compuesto aumenta la [Ca?*]; y libera el Ca?* de los
reservorios intracelulares (Morris 2014). Aqui, mostramos que el SKF aumenté la [Ca?');
independientemente del hecho de que bloquea a los canales. Debido a que no observamos un
efecto aditivo de las sefiales de Ca?* inducidas por los inhibidores de CatSper en presencia del SKF,
nuestros resultados son consistentes con el efecto antagonista del SKF sobre los canales CRAC,
como previamente reportamos (Trevifio et al. 2006). Por lo tanto, la liberacion del Ca?* acrosomal
dependiente del pH, induce la entrada de Ca?* extracelular por la via SOCE en parte a través de los
canales CRAC.
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8.4. El SKF altera el pH. y la [Ca*]i por un mecanismo desconocido en el
espermatozoide de raton

Habiendo encontrado que el SKF aumenta la [Ca?*] en el espermatozoide suspendido en un
medio con concentraciones normales de Ca?*, determinamos la dependencia de la dosis para alterar
los niveles de la [Ca?']i y su capacidad para incrementar el pHa. En ambas condiciones de Ca?*
extracelular (1.7 mM y 100 nM), las sefiales de Ca?* inducidas por SKF fueron significativamente
mayores que las desencadenadas por NNC. Este compuesto aumenté el pHa en un medio de
registro con 1.7 mM de Ca?*, pero no significativamente a una baja concentracion externa de Ca?*.
Por lo anterior, se necesitan mas estudios para saber como el SKF eleva la [Ca?"]i y pHa en el

espermatozoide de mamifero.

8.5. Modelo de trabajo propuesto
En resumen, nuestros hallazgos subrayan la importancia de la regulaciéon del pHa para la
salida del Ca?* acrosomal y la entrada del Ca?* extracelular durante la RA en el espermatozoide de

raton (figura 28).
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Figura 28. Modelo de trabajo propuesto de las vias de sefalizacién de Ca?* durante la alcalinizacién acrosomal
en el espermatozoide de raton.

Las bases débiles anfipaticas como los inhibidores de CatSper (B) difunden a través de la membrana plasmatica del
espermatozoide desde una region de alta concentraciéon a una de baja concentracién (1). Estos compuestos se acumulan
y protonan (BH*) en el lumen del acrosoma (2), causando la alcalinizacién del pHa (3). El incremento del pHa desestabiliza
la matriz acrosomal y desencadena la liberacién del Ca?* acrosomal a través de los canales TPC1 (4). A su vez, el
vaciamiento del acrosoma estimula la entrada de Ca?* extracelular a través de los canales de Ca?* activados por la
liberacion de Ca?* (5). En condiciones fisiologicas, este mecanismo puede contribuir a los aumentos de la [Ca?*);
necesarios para la RA.

Abreviatura: pH extracelular (pHe), pH intracelular (pH;), pH acrosomal (pH,), concentracion de Ca?* intracelular ([Ca?*];), concentracion
de Ca?* acrosomal ([Ca?'],), H*-ATPasas de tipo vacuolar (V-ATPasas), Ca%-ATPasas Sarco/Reticulo endoplasmico (SERCA),
Receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IPsR), Receptores de rianodina (RyR), Canales de dos poros 1 (TPC1), Proteinas de Moléculas

de Interaccién Estromal (STIM1/2) , Canales de Potencial Receptor Transitorio (TRP), Proteinas de la familia Orai (Orai1/2).
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9. CONCLUSIONES

Nuestro trabajo muestra que el aumento del pH. originado por las bases débiles anfipaticas,
como los inhibidores de CatSper usados aqui, induce la liberacion del Ca?" acrosomal sin
comprometer la integridad de la membrana acrosomal dentro de los primeros 5 min de incubacion.
Usando el conocido agente lisosomotropico GPN, encontramos que el componente osmaético que
presenta, ademas del aumento de pHa que provoca, no contribuye significativamente a la liberacion
del Ca?* acrosomal. Ademas, determinamos que existe una relacion entre el aumento de pHa y la
liberacion de Ca?* almacenado. Con estos resultados demostramos que el pHa regula los flujos de
Ca?* en este organelo.

Nuestras exploraciones con los farmacos antagonistas muestran que los canales TPC1 se
activan durante la alcalinizacion del acrosoma. También, encontramos que la liberacién del Ca?*
acrosomal asociada con el aumento del pHa estimula la via SOCE en parte a través de los canales
CRAC. Para nuestra sorpresa, aunque el SKF bloquea los canales CRAC, este compuesto es capaz
de incrementar la [Ca?'] y el pHa en un medio con una concentracion normal de Ca?* (1.7 mM).
Ademas, documentamos que este compuesto libera el Ca?* de los reservorios intracelulares con
mayor potencia que el NNC sin alterar el pHa en un medio con bajo Ca?*. Desentrafiar el mecanismo

de SKF involucrado en la elevacion de la [Ca?*]; en el espermatozoide de raton requiere mas trabajo.
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jWpBghXaFoA4M5X39ap+ud4U7UJteLJ+1wENIMRAQAUBVmxiUTR7tZKDGMZIcvLI3 10eiZCChGb9sh9atougRkMrdpUn9BImOk/C7r25pn6MFJihO65KavLTiSnbVKN2Greb6HN/
AyVq9BNVYZe9TdgbOP69D+mx7d6XaeKZsxXa2uB0xrSigQWIxVefGeMGET/n+P1/132nA==

IGNACIO LOPEZ GONZALEZ | Fecha:2023-05-17 11:57:24 | Firmante
QA0TQs32yMOFa9ZukWCvtdfwogXpKsW1UbQLcla+Q3zkuEdYIBUpZbmHJ90T9zqQ0xcEVI2NhSN+rNKkZHO/340mIShQP PoyjqRyud4rfow TPg6afg8pOjPRQG Umdy7GbomilH
S5ECvIyfV/EcmI9d+xDSYrRdu1gWbEh2P0EeHR5nrXivp5SuVXMFKWOkLyDbOQzIOmzbIZK7UYongvIKy7J119pzw9fmin1JeyPnWex02bg) 1 C4EpaFMQuU2KzgB TkwW/7DWGo5
284Dz+g1uybxQE3IZJb4vbFnRxF5yJZSvP11666JwqVIrvzTE3fz53B/zYlalcOhZkK7/pgOTA==

ALBERTO DARSZON ISRAEL | Fecha:2023-05-17 12:31:50 | Firmante

doJMdChmQleviCT9VGpvveedeSuAlLSE +reiVQ38ZHOXAc/ekypA5CIUHNrWngcAami/ay6ZL01RK5r8sgf2QhBgAkO50GT+vwBfkSOQbdgW/nSI9CHIal 10La+E+mB8zaRPCrdCP
IKDgZZL+AsPjWEh8RbrTWP DA9kISqeYdBGeJ/cOk5 RPwIGbTOUW/I9H1rcOuonnsfaeMIx6JelL 96tWI95ffr8 EHJ/hO2XsUIITz1hpY8Fj3K20a2Pz0v9jzBmTKb/CuRwzNjs71glmoiv
RPmMpAYhEpUtMiz+VhcPFreiPO+ij TR/mMzpr+xfUWspY6fUmf20MvOMTWzANP TOW==

VERONICA MERCEDES NARVAEZ PADILLA | Fecha:2023-05-17 15:43:52 | Firmante
dDtVreOLJKwipUgXCx7UngD6h/CzeR5YBpVa52pCpto52noMvwzbF3MAi+lhah7tVvZxCl7hayWOLIN0X/NB19T+PkBJWwjLO8h54i7+f3f9PIiN+009Irg TEntX{CMBRHEVUYgkiGIC
1Md1ytf4+Kn1jhu3QT3+EVZPYKWKv7nI3FvLQeKxh7TbBIcHUrZyvgKLIPrEU3Cnj1Blbwko7MdsYtiln9F zwSXvthohb2z 11GR93+UTIMWhuggaesokuobUgmCmM4gZ8bBBTaK5t
/CVF9tuaz3xNZb3a0EwyVvOXa2Rm53iL2j0C8wTjhg+QWEZIWWIzaBgfHisRxAhDg==

JUAN JOSE ACEVEDO FERNANDEZ | Fecha:2023-05-18 14:42:20 | Firmante
NvKjpWq/2yfkYdiFi3N8G2ZYZJ6SVicjUHACgguwQYxlyQriUodwYwQ/d79q5C+WbNqbbtl6 DénsjeqGdkDwe FwM3B5Mivpzo30C1j+cMIp2DD7bpReMT 1h9DQxHNmteddfiomcOT
IRvksv2IvoikOR7zR/6A3CQI5GHob+8JNIdyS09ED40ePosRKsYGmEjrh2LAH1zzeVplLcrFZzwGoelMIWKk8pjdKcAcfyQOD]E UyeQilL Rb2rl0Y mleFJCzGSHGBcOM8840F /kjWélz
on1wS3WBdcMdKPceZsncfCotfVI9foFpP48s+McY7mD/giHNKQqWr9ia6Z9xZSktuw==

LUIS ENRIQUE ALBERTO CANEDO Y DORANTES | Fecha:2023-05-24 12:25:12 | Firmante
Fmcoc07ie3iLIX2RI9IFKMIdPZ1QmbYiEQb1DmcLmYwOS8kaiVabHh39T5ZVu2fzNDiT43RBI0qasyZ+UAHInM/CKi/s7112J4wnFBgyaRqJJGoEEILAWZOqKQMQRSDgF C5VycS
MSSOTPgF+mA2tLEiYCUrhE7MZfp8LhUfEcWx2Ve60Y0rBHxbNfIP5ZWBE2RYkEnftAMAjOaV CsGgtPpOdpURT5fidMAO CudeK7GsjXIkB/mZhPPeATkdhPEOBJ530kysDX16ue
pk+ZjolFn9kxk0Tny5jATdigncd7Idwo8e7JBTAbu7ve8iBKk972dAhENsO58qxHuqUL//sNw==

GABRIELA CASTANEDA CORRAL | Fecha:2023-06-02 14:48:53 | Firmante

SZaHbdadeAl/gR1AkullbUv3TJaaNtwEOIp4z+4bwtxrBfhiv1{7h3A8yGYEVDMokeMAdSwhbd/x U310Ke TKRPeeXXjyebn/8hhE2s751NtGnfpH8MAZgHTi4ntmdztFxq6E4+T66mOCp
Wurrb7cCHS9QkYL85WH6BSQft5V0072QDV7B6KLO4Hplh6kGvUhfefdBCIC]jBjoGJX/MsJNZVEM0z73UBRVSDhyM6CQF5DNISEMES0j/IYQYsu7+fNH11UYuzJe+gRO8S2KxLS
5VixnYwm9ayLjORXOTciSEnE5JIj7mb6zWwOFRDsNnjTcfQMf704ukMj2xZIiIKIAOhYyw==

Puede verificar la ici del en la sigui i ion dnica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

NdZUzO0FY

https:/efirma.uaem.mx/noRepudio/g1nYRMd2jNUZ6vsilwbTtYO8sanrWgha
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