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RESUMEN

En los mamiferos, los espermatozoides adquieren la habilidad para fertilizar al
ovocito mediante el desarrollo de la capacitacion espermética en el tracto
reproductor femenino. La capacitacién implica una serie de cambios fisiolégicos y
bioguimicos, en donde se describe un reordenamiento de la membrana plasmética,
la activacion de la via AMPc/PKA, cambios en la permeabilidad i6nica alterando el
potencial de la membrana, modificaciones postraduccionales (fosforilacion) y
cambios en el patrébn de movilidad. Este proceso se ha estudiado in vitro en la
mayoria de los mamiferos. Sin embargo, en especies que presentan asincronia
entre las funciones reproductivas primarias de los machos (espermatogénesis) y la
receptividad de la hembra (copulas), la capacitacion espermatica presenta algunas
particularidades distintivas, ya que en el caso particular del murciélago Corynorhinus
mexicanus el tiempo de maduracion de los espermatozoides es mayor y se
encuentra relacionado con el tiempo de almacenamiento prolongado en la cauda
del epididimo. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue caracterizar la capacitacion
durante el periodo de almacenamiento espermatico, en Corynorhinus mexicanus,
mediante la participacion de indicadores bioquimicos como la [Ca?*);, el potencial de
membrana y la hiperactivacion de los espermatozoides. Para la realizacion de este
proyecto, se capturaron 9 machos adultos de septiembre a noviembre de 2019. Se
analizé6 el flujp de Ca?*, en célula Unica, el potencial de membrana por
espectrofotometria de fluorescencia y la hiperactivacion en CASA. Se encontré que
una concentracion de 0.3 uM de progesteronay la alcalinizacion (empleando NH4Cl)
producen un aumento en la [Ca?*]i en espermatozoides sometidos a capacitacion in
vitro, indicando la posible presencia del canal iénico CatSper en este murciélago.
Nuestros resultados de movilidad indican que un pH alcalino (8.0) aumenta el
porcentaje de hiperactivaciéon en condiciones no capacitantes y capacitantes, en
comparacion con el pH 7.2. Dado que CatSper es un canal activado por
alcalinizacion y que esta involucrado en la movilidad hiperactivada en otras especies
de mamiferos, el cambio de movilidad que observamos se puede atribuir a la

actividad de CatSper. Ademas, encontramos que el potencial de la membrana en

[3]



reposo de los espermatozoides antes de la capacitacion es de ~-83 mVy ~-123 mV
en condiciones capacitantes. Esto sugiere que en esta especie de murciélago estan
conservados algunos mecanismos asociados a la capacitacion, en este caso la

hiperpolarizacién de la membrana plasmatica.
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ABSTRACT
In mammals, sperm acquire the ability to fertilize the oocyte by developing sperm
capacitation in the female reproductive tract. The capacitation involves a series of
physiological and biochemical changes, such as a rearrangement of the plasma
membrane, the activation of the cAMP /PKA pathway, changes in ionic permeability
altering the membrane potential, post-translational modifications (phosphorylation)
and changes in the motility pattern. These processes have been studied in vitro in
most mammals. However, in species that present a synchrony between the primary
reproductive functions of the males (spermatogenesis) and the receptivity of the
female (mating), sperm capacitation presents some distinctive peculiarities, since in
the particular case of the bat Corynorhinus mexicanus the time of sperm maturation
is greater and is related to prolonged storage time in the cauda of the epididymis.
Therefore, the objective of this work was to characterize the capacitation during the
sperm storage period, in C. mexicanus, through the participation of biochemical
indicators such as [Ca?']i, the membrane potential and the hyperactivation of the
spermatozoa. For this project, we employed sperm from 9 adult males, captured
from September to November 2019. The Ca?* flux, was analyzed in single cell
microscopy, the membrane potential by measurements were done by fluorescence
spectrophotometry, and the hyperactivation in CASA. It was found that of 0.3 uM of
progesterone and alkalinization (using NH4Cl) produces an increase in [Ca?*] in
sperm at some point during an in vitro capacitation, indicating the possible presence
of the CatSper ion channel in this bat. Our motility results indicate that an alkaline
pH (8.0) increases the percentage of hyperarousal in non-capacitive and
capacitating conditions, compared to pH 7.2. Since CatSper is an alkalinization-
activated channel and is known to be involved in hyperactivated motility in other
mammalian species, the observed change in motility can be attributed to CatSper
activity. Futhermore, we found that the resting membrane potential of sperm is ~-83
mV and ~-123 mV under capacitating conditions. This suggests that some
mechanisms associated with capacitation are conserved in the C. mexicanus bat, as

the hyperpolarization of the plasma membrane.
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1. Introduccidn

El espermatozoide es la célula sexual masculina que se produce y diferencia dentro
de los tubulos seminiferos del testiculo durante la espermatogénesis: proceso
continuo o estacional en la vida reproductiva de los animales (Griswold, 2016). Este
proceso se caracteriza por la proliferacion de espermatogonias por mitosis; la
division de espermatocitos, generando células haploides por meiosis y la
diferenciacién morfol6gica de espermatidas a espermatozoides. Finalmente, los
espermatozoides se liberan de los tabulos seminiferos y viajan a través de los
conductos eferentes para ingresar al tubulo epididimario (Eddy, 2006; Griswold,
2016; Robaire et al., 2006). Sin embargo, los espermatozoides que llegan al
epididimo no son capaces de fertilizar al ovocito, esta capacidad la adquieren
durante el transito por este 6érgano y culmina en el tracto reproductor femenino, en
donde se presenta una serie de cambios bioquimicos y fisiolégicos descritos como

capacitacion espermatica (Jiny Yang, 2017).

1. 1 Maduracion espermatica epididimaria

Los espermatozoides que transitan a traves del epididimo, experimentan cambios
fisiol6gicos y bioquimicos que les permiten adquirir la movilidad progresiva y llevar
a cabo la capacitacion y reaccion acrosomal en el tracto reproductor de la hembra
(Gervasi y Visconti, 2017; Sullivan y Mieusset, 2016). Se ha descrito que en los
mamiferos, el tiempo que le lleva a los espermatozoides recorrer el epididimo puede

ser de 6 dias en el humano y 10 dias en el raton (Gervasi y Visconti, 2017).

El epididimo es un 6rgano altamente convoluto, dividido en cuatro regiones
anatémicas principales de acuerdo a los diferentes tipos celulares que conforman el
epitelio a lo largo del érgano: 1) segmento inicial (region que recibe a los
espermatozoides); 2) caput y; 3) corpus (regiones en donde ocurre la maduracion
de los espermatozoides en la mayoria de los mamiferos) y; 4) cauda (region de

almacenamiento de espermatozoides) (Gervasi y Visconti, 2017; Rodriguez-Tobdn,
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2016; Rodriguez-Tobén, 2011). Cada una de las regiones mantiene diferente
expresion de genes y concentracion de iones luminales que son esenciales para
regular los cambios bioquimicos en la maduracion y almacenamiento de los
espermatozoides (Rodriguez-Tobon, 2016).
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Continuzcién de cambios Maduracion final y
Concentraciénde | Maduracién temprana de los para la maduracién de BoRA R P a
espermatozoices espermatozoides

espermatozoides espermatozoides

Figura 1. Descripcién general de la maduracién espermatica en el epididimo. Se indican los cambios bioguimicos,
fisiolégicos y morfoldgicos que los espermatozoides experimentan durante su transito por las cuatro regiones
anatémicas principales del epididimo. Modificado de: Hernandez- Rodriguez, 2016.
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Los cambios descritos en la maduracion de los espermatozoides durante su paso
por la region cefalica y corporal del epididimo implican modificaciones en el
movimiento flagelar, aumento en la carga negativa de la membrana plasmaética,
cambios en el coeficiente de fosfolipidos-colesterol, remodelacion de microdominios
de membrana, cambios en las glucoproteinas y fosforilacién en residuos de tirosina
de proteinas. Adicionalmente, también ocurren cambios morfolégicos en los
espermatozoides como la migracién de la gota citoplasmatica (Hernandez-
Rodriguez, 2016; Rodriguez-Tobén, 2016). Todos estos cambios implican
interacciones complejas entre las secreciones epididimarias y los gametos
masculinos: modificaciones que son esenciales para la adquisicién de la capacidad
de fecuandacion de los espermatozoides (Figura 1) (Hernandez- Rodriguez, 2016;
Rodriguez-Tobon, 2016; Sullivan y Mieusset, 2016).

Una vez que los espermatozoides han completado su maduracion en el epididimo,
se almacenan en la cauda hasta el momento de la eyaculacion. Posteriormente, se
depositaran a nivel de la vagina o utero de la hembra, dependiendo de la especie,
en donde continuaran con el siguiente paso de su maduracion (Gervasi y Visconti,
2017).

1. 2 Capacitacidén espermatica

En los mamiferos, a diferencia de los vertebrados inferiores como peces y anfibios,
los espermatozoides no tienen la capacidad de fecundar a los ovocitos
inmediatamente después de ser inseminados. Para tal efecto, necesitan pasar en el
tracto reproductor de la hembra un determinado periodo de tiempo: 6 horas en
murciélago, rata y conejo (Cervantes et al., 2008; Jin y Yang, 2017; Zhou et al.,
2008) 4 horas en jabali, cerdo y humano (Jiménez et al., 2003; Ritagliati et al., 2018).
En el tracto reproductor femenino los gametos experimentan cambios bioquimicos
y fisiolégicos, conocidos como capacitacion espermatica, proceso descrito por

Chueh Chang y Colin Russel Austin en 1951 utilizando el conejo como modelo
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(Austin, 1952; del Rio et al., 2007; Jin y Yang, 2017). A pesar de que
fisiologicamente el espermatozoide debe transitar por el tracto reproductor
femenino, la capacitacion puede llevarse a cabo en condiciones in vitro incubando
a los espermatozoides en un medio que contiene HCO3", Ca?*, albumina y glucosa,
induciendo los cambios necesarios para la adquisicion del potencial fertilizante

(Yanagimachi y Chang, 1963).
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Figura 2. Representacion esquemaética de los cambios bioguimicos asociados a la capacitacién espermatica
(humano-raton). Los espermatozoides al ser depositados dentro del tracto reproductor femenino estan
expuestos a diversas moléculas, como la albimina; encargada de eliminar el colesterol de la membrana
plasmatica de los espermatozoides. La activacion del cotransportador Na*/HCOs- (NBC) induce un incremento
en los niveles de HCOs-, que en conjunto con la activacion del canal de protones 1 (Hvl) en humano y el
intercambiador Na*/H* (SNHE) descrito en espermatozoides de ratén, incrementan el pH;. Por otro lado, hay un
amento en la [Ca?*]; regulada por canales dependientes de voltaje (Cay) y por el canal CatSper. El aumento de
Ca?*y HCOs-, estimulan a la enzima adenilato ciclasa soluble (ACs) encargada de la sintesis de AMPc, logrando
activar a la proteina cinasa A (PKA) desencadenando una cascada de fosforilacion en proteinas con residuos
de serina/treonina, lo que resulta en el patrén de movilidad hiperactivo de los espermatozoides. Modificado de:
Freitas et al., 2017
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Durante la capacitacion, se presenta la remocién de colesterol de la membrana
plasmética por albumina, presente en el trato reproductor femenino, aumentando la
fluidez de la membrana (Bailey, 2010; Gervasi y Visconti, 2016). Existe un aumento
del potencial de hidrogeno intracelular (pHi), importante en la movilidad
hiperactivada y en la actividad de diversos canales i6nicos que a su vez regulan las
concentraciones iénicas intracelulares (Jiny Yang, 2017). Los intercambiadores de
Na*/H* (sNHE) especifico de los espermatozoides y el canal de protones 1 (Hv1;
dependiente de voltaje) son mecanismos de alcalinizacién intracelular en
espermatozoides de ratbn y humano, respectivamente. Ademas, en
espermatozoides de ratdén a través del cotransportador Na*/HCOz (NBC) hay un
influo de HCOs que se asocia con el incremento del pH; observado en la
capacitacion (Darszon et al., 2011; Demarco et al., 2003; Puga-Molina et al., 2018).

En humano los espermatozoides durante su transito a través del tracto reproductor
femenino se encuentran en el medio extracelular una variacion en el pH (6.5-8.0)
(Ng et al., 2018), y diferentes concentraciones ionicas a las halladas en el epididimo
(Robaire et al., 2006; Ritagliati et al., 2018), es decir, la concentracion externa de K*
puede cambiar de 39 a 5—-8 mM, la de CI- de 27 a 130 mM y la concentracion externa
de Na* de 38 a 140 mM en la cauda del epididimo y oviducto, respectivamente
(Miller et al., 2015). Por lo tanto, la permeabilidad de la membrana plasmatica a
iones CI, HCOz, Na* y K*, genera cambios en el potencial de membrana (Em) que
los espermatozoides deben regular, logrando la hiperpolarizacion durante la

capacitacion espermatica (Ritagliati et al., 2018).

Otro cambio bioquimico que presentan los espermatozoides es un incremento en el
ingreso de Ca?" al citoplasma, asociado a la activacion de canales e
intercambiadores idnicos (Boerke et al., 2004; Darszon, 2007; Gervasi y Visconti,
2016). La concentracién de calcio intracelular ([Ca?'];) es importante para la actividad
de los espermatozoides dentro del tracto reproductor de la hembra, al regular la
movilidad espermatica, la hiperactivacion y la reaccion del acrosoma (RA) (Jin y
Yang, 2017; Puga-Molina et al., 2018).
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El aumento de la [Ca?*]iy HCOs" estimulan la enzima Adenilato Ciclasa soluble (ACs)
ADCY10 responsable de la sintesis de AMPc, activando la via de sefializacion de la
proteina cinasa Al (PKAL). La PKAL por su parte, fosforila algunas proteinas en los
residuos de serina/treonina, desencadenando adicionalmente la fosforilacion en
residuos de tirosinas (Figura 2) (Gervasi y Visconti, 2016; Jin y Yang, 2017). En
conjunto, esta serie de cambios en los espermatozoides durante la capacitacion, se
caracterizan por la hiperactivacion de los gametos (patrén asimétrico de movilidad
en los espermatozoides, es decir, fuerte batido flagelar asimétrico de alta amplitud y
frecuencia baja), proceso que se requiere para liberar a los espermatozoides unidos
al epitelio oviductal, ademas, de favorecer la capacidad de llevar a cabo la RA
(Gervasi y Visconti, 2016; Stival et al., 2016). La RA es un evento exocitético
dependiente de Ca?', que se creia se desencadenaba por la unién de los
espermatozoides a la zona pelucida del ovocito. Sin embargo, ahora se sabe que los
espermatozoides sufren la RA por estimulo de moléculas sintetizadas por las células
del cumulus (como la progesterona) antes de llegar a la zona pelucida (ZP)
(Hirohashi et al., 2011; Jin et al., 2011; Okabe, 2016). Durante la RA la membrana
externa del acrosoma se fusiona en multiples puntos con la membrana plasmatica,
liberando las moléculas presentes en el interior del acrosoma que le ayudan al
espermatozoide a romper las uniones entre las células del cimulus y poder llegar a
la ZP (Okabe, 2016; Stival et al., 2016).

1. 3 Transporte idnico en el espermatozoide

En las células, los flujos idnicos a través de la membrana plasmética se regula por
proteinas transportadoras (canales y transportadores ionicos) (Kulbacka et al., 2017;
Shukla, Mahdi, y Rajender, 2012); los iones fluyen por transporte pasivo (difusion
facilitada), a favor de un gradiente electroquimico (combinaciéon del gradiente de

concentracién con el potencial eléctrico) indicando la direccion de su transporte, es
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decir, se mueven desde donde se encuentra mas concentracion hacia donde estan
mas diluidos y desde donde tienen mayor potencial eléctrico hacia donde tienen
menor potencial eléctrico. Sin embargo, existe un sistema de transporte activo que
requiere de energia metabdlica (ATP) para el transporte de iones. El transporte
activo permite el movimiento de solutos contra un gradiente de concentracion (de
baja a alta concentracién). Existen dos tipos de transporte activo: transporte directo
(gasto de ATP) y transporte indirecto o cotransporte que implica el flujo de dos
moléculas distintas (simporte, en la misma direccion; antiporte, en direcciones

opuestas) (Kulbacka et al., 2017).

Por otra parte, el transporte pasivo comprende el movimiento de moléculas a favor
del gradiente de concentracion (de una mayor a menor concentracion); por lo tanto,
no requiere energia. Dentro de los tipos de transporte pasivo, la difusion facilitada
permite el flujo de moléculas a través de proteinas transportadoras y canales ionicos
(Kulbacka et al., 2017).

Los canales idnicos poseen un poro hidrofilico que permite el flujo de iones (Na*, K*,
Cly Ca?*) a favor de gradiente electroquimico a través de la membrana plasmatica,
y en general poseen una alta selectividad y eficiencia en el paso de los iones (Shukla
et al., 2012). Bajo estimulacion, cambian su conformacion para permitir su activacion
(apertura y cierre) (Kulbacka et al., 2017; Shukla et al., 2012). Dependiendo del tipo
de canal iGnico pueden activarse en respuesta a: cambios de voltaje o potencial de
membrana, alcalinizacién, unién de ligandos (hormonas, neurotransmisores e iones)

y fuerzas mecanicas (Kulbacka et al., 2017).

En el espermatozoide, la funcién de los canales iénicos se asocia a la capacitacion
y la RA (Shi et al.,, 2003). Sin embargo, los espermatozoides se consideran
transcripcionalmente silenciosos. Esto significa que, los canales ionicos que
encontramos en los gametos masculinos se sintetizan desde que son células
espermatogénicas (Darszon et al., 2011). Ademas, durante el transito por el

epididimo, los espermatozoides experimentan cambios en su contenido de
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proteinas, que se cree son sintetizadas por el epitelio epididimario (Cuasnicu et al.,
2002) e incorporadas a los espermatozoides mediante vesiculas conocidas como
epididimosomas (Sullivan y Saez, 2013). Esto incluye proteinas de membrana como
canales idnicos y de reconocimiento con el ovocito (Gervasi y Visconti, 2017).

El flujo de iones durante la capacitaciéon espermatica modula el pH;, Em y [Ca?*]i de
importancia para la fecundacion de los espermatozoides (Puga-Molina et al., 2018).

1. 4 Gradiente de Ca?' e hiperactivacion

El Ca?* es un ion y segundo mensajero de importancia para la activacion de la via
de sefalizacion que incluye AMPc, la movilidad del espermatozoide al regular el
deslizamiento de los microtubulos impulsados por dineina (proteina motora que
impulsa al flagelo), la hiperactivacion y la RA (Jin y Yang, 2017; Puga-Molina et al.,
2018). A bajas concentraciones de Ca?* intracelular, el flagelo bate simétricamente.
Cuando los niveles de Ca?* aumentan, la onda de batido es asimétrica,
hiperactivando al espermatozoide. Este patron de movilidad es esencial para que el
espermatozoide pueda llegar al sitio de fecundacion con el ovocito (Figura 3). Sin
embargo, altos niveles de Ca?" (~9uM) suprimen la movilidad, atribuida a la

disminucién en la fosforilacion de proteinas (Pereira et al., 2017).

Existen dos maneras por las cuales la [Ca?*]i incrementa: 1) por las pozas internas
(organulos que pueden almacenar y liberar Ca?*, como el acrosoma) y 2) a través
de canales y transportadores i6nicos (bombas dependientes de ATP) en la
membrana plasmatica que importan y exportan iones Ca?*, respectivamente,

regulando su concentracion intracelular (Jin y Yang, 2017).

Especificamente en los espermatozoides se encuentra un canal de Ca?* (CatSper),
localizado en la membrana de la pieza principal del flagelo. CatSper es uno de los
reguladores de la [Ca?'], esencial para la movilidad hiperactivada del
espermatozoide y por lo tanto la fertilidad masculina (Lishko et al., 2011; Striinker

et al.,, 2011). El canal CatSper se conserva evolutivamente en el genoma,
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distribuyéndose amplia pero heterogéneamente en todos los linajes de eucariotas,
desde mamiferos y réptiles hasta invertebrados como equinodermos, cnidarios y
ctendéforos. Sin embargo, los genes de CatSper se pierden en teledsteos, anfibios y
aves (Cai y Clapham, 2008; Cai et al., 2014; Romero y Nishigaki, 2019).

HIPERACTIVACION

Figura 3. Trayectoria de movilidad hiperactivada en espermatozoides de humano. EI movimiento de los
espermatozoides muestra un aumento en la amplitud de la curvatura flagelar y una asimetria en su patron de
batido. Modificado de: Vallve, 2017.

CatSper se activa por voltaje, alcalinizacion y diversos ligandos como la
progesterona (P4), dependiendo de la especie. Este canal se compone de diez
subunidades: cuatro subunidades a formadoras de poro (CatSper 1-4) asi como
cinco subunidades auxiliares: CatSper B (beta), CatSper y (gamma), CatSper &
(delta), CatSper C (zeta) y CatSper € (épsilon) y EFCAB9 (proteina similar a la
calmodulina, actia como un sensor dual de Ca?* y pH) (Chung et al., 2017; A
Darszon et al., 2011; Rahban y Nef, 2020). Cada subunidad a tiene seis segmentos
transmembranales (STM); los primeros cuatro STM contienen el sensor de voltaje y
los dos ultimos forman el poro del canal (Singh y Rajender, 2015). En la region del

poro se encuentran repetidos cuatro residuos de glutamina/aspartato que
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proporcionan la selectividad a Ca?* en el canal (Singh y Rajender, 2015; Navarro et
al., 2008). Los aminoéacidos cargados positivamente (lisina/arginina) estan
presentes en la region transmembranal S4 para detectar el voltaje y activar el canal.
CatSperl difiere de CatSper (2-4) por presentar un domino rico en residuos de
histidina en el N-terminal, el cual funciona como un sensor del pH; (alcalinizacion)
(Darszon et al., 2011).

Estudios sobre CatSper concluyen que la ausencia de este canal idnico o deficiencia
de cualquier subunidad afecta la fertilidad masculina, impidiendo que el
espermatozoide llegue a la zona de reconocimiento con el ovocito y lo fecunde
(Pereira et al., 2017).

De acuerdo con Orta et al. (2018), la alcalinizacion dependiente de NH4Cl provoca
una elevacion en la [Ca?*];, por la activacion de CatSper. Se ha reportado que el
NH.CI, induce el aumento de Ca?* sin desencadenar la liberacion de Ca?" de
almacenes internos y la reaccion del acrosoma en espermatozoides de raton y
humano, por lo que esta base débil se emplea durante la capacitacion espermatica
(Chavez et al., 2018).

Ademas, se ha encontrado que CatSper puede ser estimulado por hormonas
esteroides (Lishko et al., 2011; Strinker et al., 2011). Una de las hormonas mas
estudiadas es la P4, que se sintetiza y libera por las células de la granulosa del
foliculo (Brown et al., 2017). Se ha demostrado que la P4 induce el aumento de la
[Ca?*]i en los espermatozoides de ratén (Romarowski et al., 2016) y humano (Brown
et al., 2017), desencadenando respuestas fisiolégicas como la movilidad
hiperactivada (Achikanu et al., 2018). Lishko et al. (2011), determinaron por patch-
clamp que P4y el aumento del pH;i activan al canal CatSper en espermatozoides de

humano aumentando el influjo de Ca?*.

Los espermatozoides se depositan en el tracto reproductor femenino y se exponen
a la P4 y a diversas moléculas antes de que entre en contacto con el ovocito, en
donde concentraciones nanomolares de P4 pueden activar el canal (Lishko et al.,

2011). Esta activacion podria tener lugar por la union directa de P4 a CatSper, o se
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ha sugerido la unién de P4 a una serina hidrolasa ABHD2 (dominio a/f hidrolasa,
proteina 2; 425 aminoacidos). En la membrana plasmética del espermatozoide se
produce constantemente un endocannabinoide 2-araquidonoilglicerol (2-AG) para
mantener cerrado-inhibido a CatSper; la unién de P4 con ABHD2 se propone
provoca la degradacién de 2-AG, activando al canal, permitiendo el flujo de Ca?* al

interior del espermatozoide (Miller et al., 2016).

Por otro lado, se han observado canales de Ca®* dependientes de voltaje (Cav) en
los espermatozoides de algunas especies que participan en la regulacion de la
concentracion intracelular de este ion. Los canales Cay, se regulan por cambios en
el Em, catalogandose en varias clases funcionales, activados por alto voltaje (HVA)
o tipo L (se necesita de despolarizaciones altas en el Em para abrir los canales) y
canales activados por bajo voltaje (LVA) o tipo T (se abren transitoriamente por
despolarizaciones bajas) (Darszon et al., 2006; Darszon et al., 2011). Responden
(apertura y cierre) a los cambios en el flujo y gradiente de iones generando como

resultado un potencial eléctrico (Ritagliati et al., 2018).

Ademas, las proteinas G activadas a través de diferentes vias, incluidas las
activadas por neurotransmisores y hormonas, regulan de forma directa los canales
Cav, através de interacciones fisicas entre la proteina G y las subunidades del canal
o indirectamente a través de segundos mensajeros y/o por proteinas cinasas
(Darszon et al., 2011). Los canales Cay estan distribuidos de manera heterogénea
a lo largo del flagelo, por lo que es posible que participen en la movilidad de los
espermatozoides (Darszon et al., 2011). Sin embargo, la caracterizacion de los

canales Cav en espermatozoides por electrofisiologica ha sido dificil de estudiar.

1. 5 Regulacién del potencial de membrana en la capacitacion espermatica

En los espermatozoides, el flujo, el gradiente y la permeabilidad de iones genera
como resultado un potencial eléctrico, conocido como Em (Ritagliati et al., 2018). La
funcién de la hiperpolarizacion del Em se atribuye a la activacién de canales

dependientes de voltaje en el espermatozoide que permitiran la exocitosis del
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contenido acrosomal para la fertilizacion (Darszon et al, 2006; Lopez-Gonzalez et
al., 2014; Trevifio et al., 2004).

Los cambios en el Em durante la capacitacion en espermatozoides de ratén son en
promedio de -40 mV a -80 mV (De La Vega-Beltran et al., 2012), que se sugieren
por dos mecanismos: 1) la disminucién de la actividad de los canales epiteliales de
Na*® (ENaC);y 2) la apertura de un canal de K* (SLO3) activado por el incremento

del pHi durante este proceso (Lopez-Gonzalez et al., 2014).

Los ENaC estan formados por cuatro subunidades: q, B, y y 8, donde a y 6 forman
el poro del canal. Estos canales pueden estar regulados por pH, Ca?*, Na*, Cl" y
fosforilacion (Ritagliati et al., 2018). Se expresan en muchos tipos de células, y las
subunidades a y & estan presentes en espermatozoides de ratéon y humano,
distribuidos en la pieza media de estas células. Hernandez-Gonzalez et al. (2006),
demostraron que la permeabilidad de Na* se involucra en el Em de reposo de los
espermatozoides y que esta permeabilidad se disminuye durante la capacitacion.
Por lo tanto, la disminucion en Na* se atribuye a la regulacién negativa de ENacC, lo

gue resulta en hiperpolarizacion del Em plasmatica (Escoffier et al., 2012).

Por medio de un analisis filogenético, se determiné que los canales SLO3 estan
presentes en aves, reptiles, peces y mamiferos (Vicens et al., 2017). En mamiferos
como el humano y el raton los canales SLO3 se localizan en la pieza principal del
flagelo y se activan mediante alcalinizacion intracelular y despolarizacion de la
membrana (Chéavez et al., 2013; Puga-Molina et al., 2020; Santi et al., 2010). Estos
canales poseen siete hélices transmembrana SO — S6; el poro selectivo de K* esta
formado por S5 y S6 que permite la salida de este ion. Santi et al. (2010),
demostraron que SLO3 es responsable de la hiperpolarizacién en espermatozoides
de ratén, aumentando la permeabilidad de K* durante la capacitacion in vitro en el
modelo de ratén nulo (KO) para SLO3. Ademas, Chavez et al. (2013), indican que
la ausencia del canal SLO3 disminuye el flujo de Ca?* en el flagelo, afectando la

movilidad espermatica y la fecundacién del ovocito. Por lo tanto, la participacion de
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SLO3 en la fisiologia del espermatozoide es esencial para la fertilidad masculina
(Chavez et al., 2013; Santi et al., 2010).

2. Antecedentes

2. 1 Adquisicion del potencial de fecundacion en los espermatozoides del

murciélago estacional Corynorhinus mexicanus

Dentro de los modelos animales en los que se ha estudiado la capacitacién, se
incluye al murciélago Corynorhinus mexicanus (Cervantes et al., 2008; Rodriguez-
Tobon et al., 2016). Sin embargo, en esta especie de murciélago (sin secuenciacion
de su genoma) no se han caracterizado los cambios fisiolégicos y bioquimicos que
presenta el espermatozoide durante la capacitacion. Corynorhinus mexicanus es un
murciélago insectivoro de zonas templadas, endémico de México, de la familia
Vespertilionidae. Presenta un patron reproductivo monoéstrico estacional. El macho
presenta una asincronia temporal en sus funciones reproductivas (desarrollo y
funcidn de los 6rganos reproductores). Es decir, la espermatogénesis ocurre en
verano, mientras que el maximo desarrollo de los epididimos, glandulas sexuales
accesorias, el cortejo y el apareamiento ocurren en otofio (Leon-Galvan, 2005),
periodo en que las hembras se encontraran receptivas a los machos (Figura 4)
(Ledn-Galvan et al., 1999; Ledn-Galvan et al., 2005).

Una de las estrategias reproductivas de este murciélago vespertilionido es el
almacenamiento prolongado de los espermatozoides tanto en la hembra
(aproximadamente tres meses) en el Gtero, vagina u oviducto, como en el macho
(aproximadamente de cinco meses) en la region caudal del epididimo, que permite
a los machos sincronizarse con el arribo de hembras receptivas derivado de la
asincronia en su patron reproductivo, permitiendo el éxito en los apareamientos y
asegurando la fecundacion (Leon-Galvan et al., 1999; Ledn-Galvan et al., 2005). El

almacenamiento prolongado se caracteriza por iniciar en el mes de septiembre y

[18]



terminar a finales del mes de enero, aunque los apareamientos en esta especie
suceden principalmente en noviembre (Rodriguez-Tobdn et al., 2016; Rodriguez-
Tobon et al.,, 2011). Se ha demostrado que los espermatozoides permanecen
integros estructural y funcionalmente e incrementa el porcentaje de células que se

capacitan en relacion con el tiempo de almacenamiento (Rodriguez-Toboén, 2016).

ALMACENAMIENTO
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Figura 4. Esquema del patrén reproductivo del murciélago Corynorhinus mexicanus. Se representan los eventos
fisiolégicos del macho y la hembra durante un ciclo reproductivo anual. Las hembras son monoéstricas
estacionales; la ovogénesis se presenta durante los meses de agosto-octubre y las cépulas en noviembre y
diciembre. Dentro de las estrategias reproductivas de este murciélago se encuentra capacidad de almacenar
los espermatozoides durante periodos prolongados, tanto en la hembra (noviembre-enero) como en el macho
(septiembre-enero). En este Ultimo, la espermatogénesis ocurre en los meses de mayo-septiembre, ademas,
del maximo desarrollo de las glandulas accesorias en noviembre y diciembre. Modificado de: Rodriguez-Tobdn
et al., 2010.

Cervantes et al. (2008), analizaron la capacitacion in vitro de espermatozoides de
las tres regiones del epididimo (caput, corpus y cauda) de Corynorhinus mexicanus,
determinando que: el porcentaje de espermatozoides capacitados in vitro es
dependiente del transito de los espermatozoides por el epididimo y aumenta
dependiendo del tiempo de almacenamiento en la cauda epididimaria. Es decir, al

inicio de septiembre se reporta por microscopia de fluorescencia con clortetraciclina
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(CTC) 6% de espermatozoides capacitados en la region del cuerpo del epididimo y
16% en el caso de la cauda, valores que aumentaron en octubre (mes
correspondiente al almacenamiento de espermatozoides) a 19.4% y 33.2%

respectivamente.

Rodriguez-Tobon et al. (2016), demuestran que los espermatozoides de la region
caudal del epididimo capacitados in vitro durante la primera mitad del periodo de
almacenamiento (11 de septiembre) muestran un porcentaje bajo de capacitacion
(15%), aumentando 40% en la segunda mitad del periodo de almacenamiento (22
de octubre), lo que sugiere que la capacitacion es dependiente del tiempo de
almacenamiento espermético en el epididimo. Sin embargo, al analizar el nUmero
de espermatozoides epididimarios que presentan fosforilacion en residuos de
tirosina (indicador de la capacitacion espermatica), se encontré que el mayor nivel
de fosforilacion en proteinas fue en los espermatozoides obtenidos de la regidn
caudal a finales de septiembre, en comparacion con los del mes de octubre, lo que
indica la activacion de proteinas encontradas en el flagelo de los espermatozoides

gue participan en la adquisicion de la movilidad progresiva.

Por otro lado, Alvarez-Guerrero et al. (2016), estudiaron en espermatozoides del
murciélago Artibeus jamaicensis de la familia Phyllostomidae, la capacitacion y RA
en condiciones in vitro a 32 y 37 °C con y sin P4 a diferentes horas (0-8 horas).
Encontraron a través de diferentes patrones de fluorescencia con clortetraclina que
la capacitacion inicia a las 4 horas de incubacion, alcanzando el mayor porcentaje
a las 6 horas. Ademas, se observo con base a la integridad del acrosoma, que el
porcentaje de espermatozoides implicados en la RA aument6 a medida que pasaba
el tiempo de incubacion, alcanzando valores del 50%. No encontraron diferencias
significativas entre las temperaturas, pero si un aumento significativo con la
presencia P4 en la capacitacion y RA. Por lo tanto, sugieren que en los
espermatozoides de A. jamaicensis, tanto la capacitacion como la RA, no dependen

de la temperatura, sino de factores presentes en el tracto reproductor de la hembra.
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Sin embargo, someter a los espermatozoides a diferentes temperaturas (32 y 37 °C)

afecto la movilidad de los espermatozoides conforme paso el tiempo de incubacion.

3. Justificacién

Los espermatozoides en mamiferos encuentran y fertilizan al ovocito una vez
eyaculados e inseminados en el tracto reproductor de la hembra. Sin embargo, en
Corynorhinus mexicanus los espermatozoides se almacenan por 5 meses en el
epididimo y posteriormente 3 meses en el aparato reproductor de la hembra, como
consecuencia de su patrén reproductivo (estacional asincrénico). Por lo que, los
mecanismos moleculares que facilitan que los espermatozoides se capaciten
pueden ser diversos, especialmente los canales iOnicos pueden estar actuando de
una manera diferente en esta especie, respecto a otros mamiferos (Miller et al.,
2015).

La capacitacion de los espermatozoides en mamiferos esta regulada por cambios
bioguimicos como el aumento en la [Ca?'], la movilidad hiperactivada y la
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica, que a su vez esta regulada por la
homeostasis ionica, generando el potencial fertilizante de los espermatozoides
(Ritagliati et al., 2018).

Aunque la capacitacion se describié por primera vez en 1951, el proceso aun no es
comprendido completamente. Estudios recientes en espermatozoides de diferentes
especies indican diferencias entre roedores, humanos y rumiantes en la regulacion
de iones durante la capacitacion. Rodriguez-Tobdn et al. (2016), describen que en
el murciélago Corynorhinus mexicanus a diferencia de otros mamiferos, la
maduracién espermatica epididimaria termina en la region caudal del epididimo. Se
encontré que solo el 15% de los espermatozoides obtenidos de la region caudal del
epididimo logran capacitarse y el 12% presentan reaccion acrosomal espontanea al
comienzo del periodo de almacenamiento e incrementa después de que los
espermatozoides se almacenan durante 6 semanas en el tubulo epididimario. Sin

embargo, aun se desconocen qué cambios bioquimicos y fisiolégicos se asocian a
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la capacitacién espermatica, como la regulaciéon de Ca?* intracelular, la movilidad

hiperactivada y los cambios en el Em.

Por lo tanto, el conocimiento de la via de capacitacion y los cambios bioquimicos en
los espermatozoides podria mejorar nuestra comprensién de los eventos
relacionados con el estado fisiol6gico de los espermatozoides en un modelo con
almacenamiento espermatico prolongado, asi como asincrénico entre las funciones

reproductivas, como el murciélago Corynorhinus mexicanus.

4. Pregunta de investigacion

¢Las modificaciones en el flup de Ca?, el Em y la movilidad de los
espermatozoides, asi como la activacion de canales i6nicos de Ca?" por
alcalinizacion y/o factores como P4, se pueden considerar indicadores de la

capacitacion espermatica en Corynorhinus mexicanus?
5. Hipotesis

Si los espermatozoides de Corynorhinus mexicanos presentan modificaciones como
el aumento en la [Ca?'], cambios en el patron de movilidad y en el Em por
alteraciones bioquimicas, entonces seran indicadores de que ocurri6 la capacitacion

espermatica en esta especie de murciélago.
6. Objetivo general

Caracterizar la capacitacion espermatica in vitro del murciélago Corynorhinus

mexicanus por indicadores bioquimicos.
7. Objetivos especificos

e Determinar si el Ca?* intracelular se modifica por la estimulacién de los
espermatozoides con P4 y NH4Cl en la capacitacion espermatica.
e Determinar si la movilidad espermatica se modifica alterando el pH en

espermatozoides del murciélago Corynorhinus mexicanus.
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Determinar si el potencial de membrana se modifica en el proceso de

capacitacion espermatica in vitro en espermatozoides del murciélago

Corynorhinus mexicanus.

8. Disefio Experimental

Para cumplir con los objetivos de este trabajo, se evaluaron en murciélagos machos

de Corynorhinus mexicanus: la calidad espermatica, el Em plasmatica, la movilidad

hiperactivada y la [Ca?*]i (Figura 5).
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Figura 5. Representacion esquematica de las pruebas realizadas en espermatozoides de Corynorhinus

mexicanus.
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9. Materiales y métodos

9. 1 Reactivos y soluciones

Medio Biggers, Whitten, and Whittingham (BWW; Biggers et al., 1971) (En mM: 95
NaCl, 5KCI, 1.7 CaClz, 1.1 KH2POg4, 1.19 MgSO4 — 7H20, 25.07 NaHCO3, 10 HEPES
y 5.56 D-Glucosa), BWW-Suplementado (En mM: 1.19 Piruvato de Na*, 21.58
Lactato de Na* y 0.1% w/v BSA). Solucion fisiologica HS (En mM: 135 NacCl, 5 KCl,
1.8 CaCl2, 1 MgS0O4, 10 acido lactico, 1 Na-piruvato, 5 glucosa, 20 HEPES).
Solucién DVF (en mM: gluconato de sodio 150, 2 Na, 2 HEDTA, 2 EGTA, 20
HEPES).

Los siguientes reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO):
valinomicina, cianuro de carbonilo m-clorofenilhidrazona (CCCP), ionomicina,
cloruro de amonio (NH4CI) y progesterona. ElI yoduro de 3, 3-
dipropiltiadicarbocianina (DiSC3- (5)), se obtuvo de Invitrogen (Carlsbad, CA) vy el
Fluo-3 acetoxymethyl (AM) éster (Fluo-3-AM) de Life Technologies Corporation

(Invitrogen).

9. 2 Captura de los animales de estudio

El murciélago Corynorhinus mexicanus no se encuentra incluido en ninguna
categoria de animales amenazados segun la NOM-059-SEMARNAT-2010. Los
ejemplares utilizados en el estudio se colectaron bajo el permiso
SGPA/DGVS/07397/19 otorgado al Dr. Ahiezer Rodriguez Tobon por la Direccion
General de Vida Silvestre, dependencia de la SEMARNAT.

Los ejemplares se capturaron durante el dia con redes de golpe en el interior del
refugio “El Tunel” ubicado a 19°37°14” N, 98°02’02” O, en el municipio de Tlaxco,

Tlaxcala, México (Figura 6).

Las capturas se realizaron mensualmente durante la etapa del ciclo reproductivo en
gue los espermatozoides se almacenan en la cauda del epididimo de este

murciélago (septiembre-noviembre).
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Los individuos se seleccionaron bajo el criterio del completo cierre de las epifisis
metacarpo-falange del cuarto dedo de la mano (Kunz y Anthony, 1982) y
caracteristicas macroscopicas del epididimo, el cual es escrotal, alargado, con
apariencia bulbosa y tono blanquecino, indicativo de madurez sexual en los
ejemplares (Figura 7) (Led6n-Galvan et al., 2005; Rodriguez-Tobo6n, 2016). Los
murciélagos se transportaron de manera individual vivos en costales de manta, al
laboratorio del Consorcio de Fisiologia del Espermatozoide, del Departamento de
Genética del Desarrollo y Fisiologia Molecular en el Instituto de Biotecnologia-
UNAM, Cuernavaca, Morelos.

Figura 6. Fotografias del refugio “El tunel” de Corynorhinus mexicanus en el Ejido “La Calpaneria” en la sierra
de Tlaxco, Tlaxcala, México.
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Figura 7. Cambios macroscopicos de los érganos reproductores del murciélago Corynorhinus mexicanus
durante un ciclo anual. A) Condicién reproductiva inactiva; B) Desarrollo de la espermatogénesis (maximo
crecimiento testicular); C) Aimacenamiento de espermatozoides en la region de la cola epididimaria y maximo
desarrollo en longitud de los epididimos. CD= Conducto deferente, CAE= cabeza, CUE= cuerpo y COE= cola
del epididimo. Tomado de: Rodriguez-Tobén et al., 2010.

9. 3 Obtencion de epididimos y espermatozoides

Los ejemplares se sacrificaron por decapitacion e inmediatamente después se
realizé una incision de la piel interfemoral y la tinica vaginal que la cubre; los
epididimos y testiculos (izquierdo-derecho) se extrajeron y pesaron. Unicamente se
utilizo la regidn caudal del epididimo. A este tejido se le realizaron cortes con tijeras
de diseccion y se deposité en un tubo eppendorf con 1 mL de medio BWW a 37°C,
pH 7.2. Los espermatozoides moviles se obtuvieron utilizando la técnica de Swim-
up, manteniéndolos 15 minutos en incubacion a 37 °C (Ledn-Galvan et al., 2005;
Rodriguez-Tobdn, 2016). La movilidad y concentracion espermatica se determiné
mediante una camara de conteo Makler, en la que se adicion6 una alicuota de 10
ML de la muestra de espermatozoides para el conteo y registro de espermatozoides
méviles (WHO, 2010).

9. 4 Capacitacion espermatica in vitro

La muestra de espermatozoides se dividié en dos alicuotas de 500 pL (~90 x 10°

espermatozoides), las cuales representaron la condicién no capacitante (NC) y
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capacitante (CAP). La alicuota CAP se incub6 en medio BWW-suplementado con
0.1% de Albumina sérica bovina (BSA), Piruvato de Na* y Lactato de Na* a pH 7.2,
completando un volumen final de 1 mL, en un ambiente a 37°C y con 5% de CO2

durante 6 horas (Cervantes et al., 2008; Rodriguez-Tobon et al., 2016).
9. 5 Andlisis de la [Ca?]ien célula Gnica

De la muestra de espermatozoides NC y CAP, se tomd una alicuota de 5 x 10 de
espermatozoides que se incubaron con Fluo-3-AM (2 pM) (excitacion/emision:
490nm - 515nm) por 30 minutos a 37 °C bajo 5% de CO: protegidos de la luz (Mata-
Martinez, Darszon, y Trevifio, 2018). Posteriormente, se centrifugaron los
espermatozoides a 1,500 rpm (300 g) durante 5 minutos, se retiré el sobrenadante
y se resuspendio en 200uL de medio BWW suplementado con HCO3 y BSA (pH
7.2) y medio BWW sin suplementar (pH 7.2), segun la condicion de las células. Se
colocaron 20uL de los espermatozoides cargados con Fluo-3-AM (NC y CAP), sobre
un cubreobjetos con poli-L-lisina al 0.03% para facilitar la adhesion de las células a
la superficie. Posteriormente, los espermatozoides se colocaron en camaras de
registro, se observaron y registraron en un microscopio de epifluorescencia
Olympus IX71, mediante un filtro de excitacion D485/50X, un filtro de emision
HQ535/50M y empleando como fuente de iluminacién, un LED de 465 nm (Cairn
research). Dicho sistema se acoplo a un controlador de LEDs, que nos permitié dar
pulsos de iluminacién por un tiempo de exposicion de 15 ms, y se tomo6 una imagen
cada segundo. Para visualizar y registrar las imagenes se utiliz6 una camara de
CCD (Andor technology). El protocolo de estimulacion consistio en la adicion con
micropipeta de los siguientes compuestos: progesterona (300 nM, 1 uM y 3 uM),
ionomicina (5 pM), MnClz (5 mM), NH4CI (10 mM) y RU1968 (inhibidor especifico
para CatSper) (5 uM) (Chavez et al., 2017; Mata-Martinez et al., 2018).

Las imagenes de fluorescencia para Ca?* se analizaron con el programa Andor 1Q2
e ImageJ 1.52 (National Institute of Health), seleccionado la cabeza como regién de

interés en cada espermatozoide. Los valores de intensidad de fluorescencia se
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normalizaron con la ecuacion: (F-Fun) (Fmax-Fmn) (LOpez-Torres et al., 2017; Mata-
Martinez et al., 2018).

9. 6 Evaluacion de la movilidad espermética

Después de la capacitacion, las células se dividieron en dos alicuotas de 20 pL (tubo
1ytubo 2; 10 x 108 de espermatozoides), se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos
y se resuspendieron en medio BWW a pH 7.2 (tubo 1) y pH 8.0 (tubo 2). Las
alicuotas se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 mL y se estimul6 la movilidad con
4-aminopiridina (base débil y estimulador de CatSper por la elevacién del pH;
Achikanu et al., 2018) y se inhibié con RU1968 (5uM). Se cargaron 5 pyL de cada
alicuota de espermatozoides en una camara Spermatrack Proiser a 37 °C y se
coloco inmediatamente en la platina calentada (37 °C) de un microscopio vertical
NIKON modelo ECLIPSE Ci-L con una camara acoplada Basler Ace del sistema
CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), version 5.4 Microptic, compuesto por
una computadora con el Software Sperm Class Analyzer 5 (L6pez-Torres et al.,
2017; WHO, 2010). Se determiné el porcentaje de movilidad: progresiva, no
progresiva y estatica, ademas, de los parametros cinematicos sin la adicion de
estimulos y 300 segundos después su aplicacion. Se recopilaron ~10 fotografias en
video en donde se rastrearon al menos 300 espermatozoides (hasta 15 campos).
Los criterios para determinar hiperactivacion fueron: velocidad curvilinea (VCL) 2
150um/s, linealidad (LIN) <50% y amplitud del movimiento lateral de la cabeza
(ALH) =7um. Las evaluaciones del efecto por el estimulador (4-AP) y el inhibidor
(RU1968) sobre la hiperactivacion se realizaran en paralelo con controles no
tratados (espermatozoides en medio BWW, pH 7.2 y 8.0) (LOpez-Torres et al., 2017;
WHO, 2010).

9. 7 Evaluacion del potencial de membrana

En un tubo de cristal de 700 pL con medio BWW se adiciono el colorante DISC3-(5)
(1 uM), se agregaron los espermatozoides segun su condicion (CAP Y NC) (10 x

108 espermatozoides) y se incubaron 5 minutos a 37°C. Posteriormente se
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incubaron durante 2 minutos los espermatozoides con 1 pL (500 nM) de carbonil
cianida m-cloro fenil hidrazona (CCCP, desacoplante mitocondrial). Finalmente, se
adicion6 1 uM de valinomicina seguida de adiciones secuenciales de KCI como se

describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Adiciones secuenciales de KCI para la evaluacion del Em plasmatica.

KCl inicial en medio BWW: 5 mM

KCI Stock Volumen adicionado  KCI adicionado ‘ [KCI] final
500 mM 5ul 2.5 mM 7.5 mM
1M 5l 5 mM 125 mM

2 M 5 pl 10 mM 22.5 mM
2M 10 pl 20 mM 422 mM

La fluorescencia se registro en células en condicion NC y CAP (Chavez et al., 2013).
Las medidas de potencial de membrana en poblaciéon se realizaron en un
espectrofluorometro SLM Aminco, operado por el software Olis (Bogart, GA, USA).
Para la excitacion del colorante DISCs-(5), se empled un controlador LED y su
correspondiente fuente de poder (700 mA). ElI LED empleado es de 650 nm, con un
sistema de filtros de excitacion/emision de 640/670 nm, respectivamente (Chroma
Technology). Los valores tedricos del potencial de membrana plasmatica se
calcularon empleando la Ecuacion de Nernst, asumiendo la [K*]i de 120 mM, de
acuerdo a como lo determind Babcock (1983) en espermatozoides de bovino. El
potencial de membrana final se obtuvo al interpolar los valores teéricos con la
unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) registradas de cada trazo (Chavez et
al., 2013).
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9. 8 Registros electrofisioldgicos de espermatozoides

Para este estudio utilizamos espermatozoides del epididimo con gota
citoplasmatica. Se colocé una alicuota de 50 pl sobre un cubreobjetos de vidrio de
una camara de registro a temperatura ambiente (22°C). Los espermatozoides se
lavaron repetidamente con la solucién fisiol6gica HS a pH 7.4 (con NaOH). Se formé
un sello eléctrico entre la pipeta y la membrana aplicando la punta de la pipeta a la
gota citoplasmatica. Para los registros de corrientes monovalentes de CatSper
después de romper el sello y entrar en la célula completa, la solucion de HS se
cambio por una solucién de bafio libre de cationes divalentes (DVF) a pH 7.4 (con
NaOH). La solucién de la pipeta contenia en mM: 135 Cs-metanosulfonato, 5 CsCl,
10 EGTA, 5 Na2ATP, 10 HEPES y pH 7,0 (con CsOH). Los diferentes compuestos
utilizados para alterar la funcion (ganancia o pérdida) del canal CatSper se
agregaron directamente a la camara de registro. Para hacer las pipetas se utilizé un
restirador horizontal (P-2000 Sutter Instrument Co., Novato, CA, EE. UU.) Para
hacer las pipetas y la punta se pulié con calor utilizando una micro-forja (Narishige
MF-83, Scientific Instrument Lab, Setagaya-Ku, Tokio, Japon). La resistencia
eléctrica de las pipetas después de llenarlas con solucion fue de 10-15 MQ. Las
células se estimularon aplicando un protocolo estandar de rampa de voltaje de -80
mV a +80 mV con un potencial de mantenimiento de 0 mV cada 5 segundos
utilizando un amplificador Axopatch 200 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE.
UU.) conectado a un convertidor digital DigiData 1200 (Molecular Devices). Los
archivos de datos se almacenaron en el disco duro de una PC. Los datos se
analizaron utilizando el software pClamp 6 (Molecular Devices) y se analizaron fuera
de linea con los programas Clampfit 10.7 (Molecular Devices) y SigmaPlot 10.0
(Systat Software, Inc. San José, CA, EE. UU.).
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9. 9 Andlisis Estadistico

Todos los datos se exportaron y analizaron usando Microsoft Excel Versién 2002.
El analisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico R Studio Versién
1.2.5033. Los resultados se presentan como la media + el error estandar (E.E),
determinando diferencias significativas entre los grupos usando ANOVA y una
prueba post hoc Tukey-Kramer; utilizando como matriz de comparacion entre datos,
el peso de testiculos y epididimos, concentracién de espermatozoides, movilidad
espermatica, potencial de membrana e hiperactivacién. Se consideraron diferencias
a partir de una significancia de p< 0.05. Los resultados de electrofisiologia se
presentan como la media + E.E. Las diferencias entre los datos medidos se
analizaron con una pruebat de Student pareada. Se utilizé un valor de p < 0.01 para

denotar la diferencia estadistica.
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10. Resultados
10. 1 Peso de testiculos y epididimos

Los valores del peso testicular de Corynorhinus mexicanus muestran una
disminucion gradual significativa entre los meses de captura, registrando el valor
mas bajo en el mes de noviembre (0.0162 + 0.0018 g). El peso epididimario
completo registro6 el valor mas alto en septiembre (0.111 + 0.0093 g), disminuyendo

significativamente al comparar con octubre y noviembre (Gréfica 1).
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Gréafica 1. Peso testicular y epididimario de Corynorhinus mexicanus durante el periodo de
almacenamiento prolongado. Letras indican diferencias significativas cuando se comparan los tres distintos
meses de captura respecto al peso del érgano, ANOVA (p < 0.05) seguido de Tukey Kramer post hoc test. SEP:
septiembre, OCT: octubre y NOV: noviembre. n=3 por mes.
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10. 2 Evaluacion espermaética
10. 2. 1 Concentracion de espermatozoides

La concentracion espermatica se determinG por recuperacion de los
espermatozoides moviles de la region caudal del epididimo después de Swim-up.
El maximo valor se observd en el mes de octubre con 156x10° + 7 células/mL,
presentando una disminucion significativa cuando se compard con los meses de
septiembre (108x10°8 + 15.5 células/mL) y noviembre (101x10° + 6.18 células/mL)
(Grafica 2).
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Gréfica 2. Concentracién de espermatozoides (células X 106) obtenida de laregidn caudal epididimaria
de murciélagos Corynorhinus mexicanus capturados de septiembre a noviembre. Las barras indican la
media + DE de n= 3 por mes. Diferentes letras indican diferencias significativas estadisticamente (p< 0.05)
cuando se compara entre los diferentes meses de captura, usando ANOVA seguido de una prueba post hoc de
Tukey-Kramer. SEP: septiembre, OCT: octubre y NOV: noviembre.
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10. 2. 2 Movilidad espermética total

El analisis de movilidad en espermatozoides se realiz6 con base al procedimiento
microscépico descrito por WHO (2010), considerando a los espermatozoides
obtenidos de la region caudal del epididimo. El mayor porcentaje de movilidad
obtenido durante los meses de almacenamiento espermatico (septiembre-
noviembre) se registré en el mes de octubre (85%) presentando una disminucién no

significativa al comparar con los meses de septiembre y noviembre (Gréfica 3).
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Gréfica 3. Porcentaje de espermatozoides moviles obtenidos de la regidon caudal epididimaria de
murciélagos Corynorhinus mexicanus capturados durante el periodo de almacenamiento. Las barras
indican las medias + D.E de n=3 por mes. Diferentes letras indican diferencias significativas estadisticamente
(p< 0.05) cuando se compara entre los diferentes meses de captura, usando ANOVA. SEP: septiembre, OCT:

octubre y NOV: noviembre.
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10. 2. 3 Andlisis de los patrones de movilidad espermatica por CASA

Con la finalidad de hacer un andlisis mas detallado de la movilidad, se evalué la
movilidad progresiva, no progresiva y espermatozoides estaticos o inmdviles en los
células de la region caudal del epididimo de Corynorhinus mexicanus. Se observo
una variacion en el porcentaje espermatozoides estaticos, al comparar entre los
meses de captura. La movilidad no progresiva mostr6 un aumento gradual
significativo hacia al mes de noviembre con una diferencia de ~20% en comparacion
con septiembre. Sin embargo, la movilidad progresiva disminuyd de septiembre

(58%) a noviembre (37%) sin diferencias estadisticas.
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Gréfica 4. Porcentaje de los tipos de movilidad en espermatozoides de laregion caudal epididimaria de
murciélagos Corynorhinus mexicanus. Las barras indican la medias + D.E de n=3 por mes. Diferentes letras
indican diferencias significativas estadisticamente (p< 0.05) cuando se compara entre los diferentes meses de
captura cada tipo de movilidad, usando ANOVA seguido de una prueba post hoc de Tukey-Kramer. SEP:

septiembre, OCT: octubre y NOV: noviembre.
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10. 2. 4 Anélisis de movilidad hiperactivada por CASA

Con el fin de evaluar la hiperactivacion, considerando la importancia del pH en la
fisiologia del espermatozoide y su variacion en el tracto reproductor de la hembra,

evaluamos el patron de movilidad en condiciones NCy CAP apH 7.2y 8.0

El efecto de 4-AP indujo un aumento en el porcentaje de hiperactivacion respecto al
grupo control, en cada mes de captura, bajo condicibon NC a ambos pH, siendo
significativo en octubre y noviembre. Sin embargo, en ausencia de 4-AP (grupo
control), el maximo porcentaje de hiperactivacion se registr6 en el mes de
septiembre en condiciones NC a pH 7.2 (28%) y pH 8 (38%) (Grafica 5A y B).
También se observo que la alcalinizacion (pH 8.0) en condiciones NC registra un
aumento en el porcentaje de la hiperactivacion en comparacion con el pH 7.2, en

ausencia y presencia de 4-AP (Grafica 5B).

Por otra parte, en condiciones CAP, el efecto de 4-AP respecto al grupo control en
cada mes de captura, induce un aumento significativo en la hiperactivacion, en los
meses de octubre (pH 7.2 y 8.0) y noviembre (pH 7.2) (Gréafica 5C y D). En ausencia
de 4-AP (grupo control), en el mes de octubre se registré el mayor porcentaje de
este patron de movilidad (12% pH7.2 y 9% pH 8.0). Sin embargo, las condiciones
CAP en ambos pH, no estimularon un aumento en el patron de movilidad

hiperactivado de los espermatozoides, al comparar con las condiciones NC.

Por ultimo, se estudi6 el efecto de RU1968 sobre los espermatozoides en el mes de
noviembre, observando la inhibicién de la hiperactivacion en ambas condiciones
(CAP Yy NC)y pH (7.2 y 8.0) (Grafica 5).
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Gréfica 5. Porcentaje de hiperactivacion en espermatozoides de la regidon caudal epididimaria del

murciélago Corynorhinus mexicanus. Las barras indican la media + E.E de n=3 por mes. A) Condicién no
capacitante (NC) a pH 7.2; B) NC a pH 8; C) Condicién capacitante (CAP) a pH 7.2 y D) CAP a pH 8. Diferentes
letras indican diferencias significativas estadisticamente (p< 0.05) cuando se comparan los diferentes meses de

captura con la respuesta de 4-AP. * indica diferencias significativas cuando se comparan los diferentes meses
de captura con el pH; usando t-Student y/o ANOVA seguido de una prueba post hoc de Tukey-Kramer. SEP:
septiembre, OCT: octubre; NOV: noviembre; CTRL: Control; RU; RU41968 y 4-AP: 4-Aminopiridina.
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10. 3 Evaluacién de indicadores bioquimicos en la capacitacion

espermatica
10. 3. 1 Analisis de [Ca?'];en célula Unica

La representacion esquematica y la dinamica de fluorescencia de Ca?*, muestra la
respuesta de los espermatozoides al adicionar P4 (0.3 uM, 1 pM y 3 uM), NH4Cl y
RU1968 (Figura 8A y B; Gréafica 6A y B) en experimentos de célula Unica.
Observamos que P4 aumenta significativamente el porcentaje de respuesta a [Ca?*];
respecto al medio de registro (MR; control) en espermatozoides bajo la condicién
NC en octubre y noviembre (meses de captura de Corynorhinus mexicanus). Esta
repuesta parece estar relacionada con la concentracion (ascendente) de P4,
registrando el mayor aumento a 3 uM (Grafica 6A y B; NC). La P4 a 0.3 uM induce
un aumento no significativo de Ca?* en espermatozoides capacitados de octubre y
noviembre (Grafica 6A y B; CAP). Sin embargo, en noviembre se registré una
disminucién no significativa de [Ca?*]i en la concentracion 3 uM, respecto al control
(Gréfica 6B; CAP).

La adicion de NH4Cl indujo un aumento no significativo de Ca?*i en espermatozoides
de la condicion NC y CAP (Grafica 6), y una ligera disminucion no significativa en
espermatozoides capacitados de noviembre (Grafica 6B: CAP). Por otro lado, se
determiné si RU1968 inhibe el aumento de Ca?* estimulado por P4 o NH4ClI,
observando que, el efecto de RU1968 disminuye el influjo de Ca?* sin diferencia
estadistica al comparar con el grupo control en ambos meses y condiciones (NCy
CAP) (Gréfica 6).
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Figura 8. Flujo de Ca?* en espermatozoides obtenidos de laregion caudal del epididimo del murciélago
Corynorhinus mexicanus bajo condiciones no capacitantes. A) Imagenes representativas de fluorescencia
de espermatozoides cargados con el colorante sensible a Ca?* Fluo-3-AM. B) Cada trazo corresponde a la
dinamica de (Ca ?*); de una célula obtenido de la respuesta a la adicién de medio de registro (MR), RU1968
(RU), progesterona (P4) [0.3uM, 1uM y 3uM], NH4Cl (10 mM), ionomicina (IONO) (5 pM) y MnCl; (5 mM) de las
células. Las flechas indican la adicién de cada compuesto. n = 3 células analizadas.
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Figura 9. Flujo de Ca?* en espermatozoides del murciélago Corynorhinus mexicanus bajo condiciones
CAP. A) Imégenes representativas de fluorescencia de espermatozoides cargados con el colorante sensible a
Ca?* Fluo-3-AM. B) Cada trazo corresponde a la dinamica de (Ca ?*); de una célula obtenido de la respuesta a
la adicion de medio de registro (MR), RU1968 (RU), progesterona (P4) [0.3uM, 1uM y 3uM], NH4Cl (10 mM),
ionomicina (IONO) (5 uM) y MnCl; (5 mM) de las células. Las flechas indican la adiciéon de cada compuesto. n =
2 células analizadas.
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Gréafica 6. La P4 y NH4Cl incrementan la [Ca?*]i en espermatozoides del murciélago Corynorhinus
mexicanus. Resultados normalizados respecto a IONO y MnCl,. Las barras indican la media + E.E de n=3 por
mes. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas estadisticamente (p< 0.05) cuando se
compararon entre las diferentes concentraciones de progesterona, usando ANOVA seguido de Tukey-Kramer
una prueba post hoc. * indica diferencias significativas cuando se comparan las diferentes concentraciones de
P4 entre condicion A) Octubre: Espermatozoides en condicion NC y CAP y B) Noviembre: Espermatozoides en
condicion NC y CAP. Medio de registro (MR), RU1968 (RU) (5 uM), Progesterona (P4) [0.3uM, 1uM y 3uM],
NH4CI (10 mM), lonomicina (IONO) (5 puM) y MnCl; (5 mM). n = 3 células analizadas.
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10. 3. 2 Medidas del potencial de la membrana plasmatica

Por medio de experimentos fluorométricos de poblacién celular, se determinaron los
valores del Em en espermatozoides bajo condiciones CAP y NC a pH 7.2 y 8.0
durante el almacenamiento espermatico prolongado de Corynorhinus mexicanus.
Se pudo observar que, los cambios del Em fueron variables entre los meses de
captura, tanto en condiciones NC y CAP en ambos pH. Se registraron valores en el
Em de espermatozoides NC a pH 7.2 que van de -70 (septiembre) a -82 mV
(noviembre), mostrando una hiperpolarizacion a pH 8.0 (-83 a -95 mV) (Figura 9A).
Sin embargo, después de la capacitacion, los espermatozoides exhibieron una
hiperpolarizacién significativa en el mes de noviembre a ambos pH, registrando
hasta -137 mV (Figura 9A).

Las adiciones de valinomicina y KCI se realizaron como método de calibracion para
determinar el Em en reposo de las células en las diferentes condiciones

experimentales (Figura 9B).
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Figura 9. La capacitacion y la alcalinizacién del medio extracelular inducen una hiperpolarizacién en
espermatozoides de Corynorhinus mexicanus. A) Grafica de medidas de emision de fluorescencia en
espermatozoides capacitados (CAP) y no capacitados (NC) bajo diferentes condiciones experimentales: pH 7.2
y pH 8. B) Trazos representativas de doce experimentos que muestran la calibracién obtenida agregando
valinomicina (VAL) seguida de adiciones secuenciales de K*. *indica p< 0.05 y ** indica p< 0.001.
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10. 3. 3 Registros electrofisiolégicos de espermatozoides

Los registros electrofisioldgicos por patch-clamp realizados por el Dr. Gerardo Orta
en espermatozoides de Corynorhinus mexicanus, indican que el canal CatSper se
regula positivamente por la alcalinizacion inducida por NH4Cl aumentando la
amplitud de la corriente de CatSper (lcatsper) (Figura 10C). La activacion por NH4Cl
fue blogueada por el inhibidor especifico RU1968 (Figura 10C) presentando
diferencias estadisticamente significativas al comparar con el control (Figura 10D).
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Figura 10. Los registros de patch-clamp de células enteras de espermatozoide de Corynorhinus
mexicanus revelan corrientes cationicas monovalentes con el sello distintivo del canal CatSper. A)
Protocolo de rampa de voltaje estandar utilizado para obtener las corrientes macroscépicas del canal CatSper.
B) Modalidad de célula completa y soluciones mediante registros de corriente monovalente. C) Una familia de
corrientes provocadas en un espermatozoide representativo mediante el protocolo de voltaje aplicado que se
muestra en A en las siguientes condiciones: control (traza negra), despues de alcalinizacion con NH,Cl (trazo

gris oscuro) y en presencia del inhibidor de CatSper RU1968F1 (traza gris). D) Resumen de los resultados
obtenidos de cinco murciélagos diferentes en las condiciones experimentales anteriores. Los datos se
normalizaron con respecto al control y se presentan como E.E. (**p < 0.01).
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11. Discusién

Corynorhinus mexicanus es un murciélago insectivoro de zonas templadas
(endémico de México) de la familia Vespertilionidae, presenta un patrén
reproductivo monoéstrico estacional regulado por factores ambientales como la
temperatura y la precipitacion que a su vez regulan la disponibilidad de alimento,
importante para la reproduccién (Ledn-Galvan et al., 2005; Lépez-Wilchis, 1989). En
el macho existe una asincronia temporal en sus funciones reproductivas. Es decir,
la espermatogénesis se experimenta en verano, el maximo desarrollo de las
glandulas accesorias y su actividad reproductiva (copula) en otofio (Ledn-Galvan et
al., 2005). Por lo tanto, la variacion estacional de la espermatogénesis implica una
involucién completa de los testiculos en otofio, disminuyendo totalmente su peso en
noviembre (Grafica 1), lo cual, es similar con lo reportado por Leon-Galvan et al.
(2005). De acuerdo con datos histologicos de los testiculos, se indicé que durante
la regresion testicular se observa la involucion de los tubulos seminiferos vy
disminucién en nimero de células de Sertoli, asi como, una degeneracion vacuolar
(L6pez-Wilchis, 1989). Por otro lado, Ledn-Galvan et al. (2005) reporta el inicio del
ciclo epididimario de Corynorhinus mexicanus en junio, en donde las regiones
anatémicas caput y corpus alcanzaron su pico maximo de crecimiento en agosto y
septiembre, mientras la region caudal presenta su peso maximo en los meses de
septiembre (Leon-Galvan et al., 2005) y octubre (Cervantes et al., 2008; Arenas-
Rios et al., 2016). Sin embargo, en este estudio se observa (Gréafica 1) una
involucién gradual del peso epididimario, que se podria relacionar con la pérdida
estacional de su fisiologia al no participar en el almacenamiento espermatico y al
aumento de la actividad reproductiva del murciélago (copulas) (Crichton y Krutzsch,
2000; Leb6n-Galvan et al., 2005).

En comparacion con la mayoria de los mamiferos, en los murciélagos
verpertiliébnidos, incluido Corynorhinus mexicanus, se ha registrado un
almacenamiento espermatico prolongado que implica en el macho la retencion de

los espermatozoides dentro de la cauda epididimaria durante varios meses (cinco).
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El almacenamiento prolongado de los espermatozoides es una estrategia
reproductiva derivada de la asincronia en su patrén reproductivo, que permite a los
machos sincronizarse con el arribo de hembras receptivas, permitiendo el éxito en
los apareamientos y asegurando la fecundacion (Ledn-Galvan et al., 1999; Leon-
Galvéan et al., 2005).

Ledn-Galvan et al. (1999), relacionan las caracteristicas morfolégicas del epididimo
con la presencia y/o ausencia de espermatozoides, describiendo que cuando se
encuentran almacenados, la cauda epididimaria se desarrolla, es decir, se hinchay
se vuelve bulbosa. El andlisis del nimero de espermatozoides de las diferentes
regiones anatomicas del epididimo (caput, corpus y cauda) durante el
almacenamiento prolongado de espermatozoides, indica un aumento en la region
caudal al final del mes de octubre (Arenas et al., 2016). En el presente trabajo
obtenemos el mayor numero de células en el mes octubre (156 + 7
espermatozoides/mL) (Grafica 2), confirmando lo reportado por Arenas et al. (2016)
y Rodriguez-Tobon et al. (2016). Sin embargo, la determinacion del nimero de
espermatozoides se considero a partir de células obtenidas en Swim-up. Es por esta
razon, que nuestro resultado (Grafica 2) presenta una diferencia respecto a la
concentracion, con lo reportado: 325x10° células/mL (Arenas et al., 2016) y 260x10°

+ 65.1 células/mL para finales de octubre (Rodriguez-Tobon et al., 2016).

En vertebrados superiores, los espermatozoides maduran durante su transito por el
epididimo sometiéndose a cambios bioquimicos, fisiolégicos y morfoldgicos,
adquiriendo la capacidad de moverse progresivamente, experimentar la
capacitacion, la reaccion del acrosoma y lograr penetrar un ovocito (Robaire et al.,
2006). Se ha considerado que el aumento del porcentaje de movilidad en los
espermatozoides epididimarios es un indicador de madurez en esta célula. Por lo
tanto, el obtener 85% de movilidad total y 58% de movilidad progresiva en
espermatozoides epididimarios de Corynorhinus mexicanus (Grafica 3 y 4), nos
indica: 1) el estado de maduracion de los espermatozoides de la region caudal del
epididimo y por lo tanto 2) la capacidad de los espermatozoides a experimentar la

capacitacion en el tracto reproductor femenino, indicando el cambio en su patrén de
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movilidad, conocido como hiperactivacién (Gervasi y Visconti, 2017; Suarez y Ho,
2003).

Ademas, en el porcentaje de movilidad progresiva observamos una disminucion
gradual sin diferencia estadistica entre los meses de almacenamiento prolongado,
lo cual puede deberse a que el epididimo mantiene estructural y funcionalmente a
los espermatozoides, otorgandoles la capacidad de moverse. Este comportamiento
también se observé por Wang et al. (2008), revelando en el murciélago Myotis
ricketti por medio de CASA, la movilidad progresiva de los espermatozoides durante
el almacenamiento espermatico prolongado, encontraron que el tiempo de
almacenamiento de los espermatozoides no afecta su movilidad. Se ha sugerido
gue un ambiente hiperosmolar en el epididimo es el responsable de promover la
longevidad de los espermatozoides durante el almacenamiento (Crichton et al.,
1994). Por otro lado, Arenas-Rios et al. (2016), describen que las enzimas
antioxidantes en el fluido epididimario son elementos de proteccion de los
espermatozoides ante la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

durante el almacenamiento.

Dentro del tracto reproductor de la hembra los espermatozoides presentan una
movilidad hiperactivada, que tiene el objetivo de permitirles llegar al sitio de
fertilizacion con el ovocito, penetrar las células que lo rodean y fertilizarlo (Gervasi
y Visconti, 2016). Los cambios bioquimicos que permiten que los espermatozoides
se hiperactiven varian entre especies (Freitas et al., 2017). Dentro de los
mecanismos que regulan la movilidad hiperactivada de los espermatozoides se
encuentra la produccién de ATP y los cambios en el flujo idnico que a su vez es
regulado por canales como CatSper y transportadores ionicos de la membrana
plasmatica (Freitas et al., 2017). Por lo tanto, con el objetivo de evaluar la
hiperactivacién, considerando la importancia del pH en la fisiologia del
espermatozoide y su variacion en el tracto reproductor de la hembra, analizamos
este patrén de movilidad en condiciones NC y CAP. Se determiné que, a diferencia
de los espermatozoides de otras especies de mamiferos, los espermatozoides de

Corynorhinus mexicanus incubados en condiciones capacitantes (en un medio que
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contiene Ca?*, HCOs" y alblimina), no mostraron hiperactivacion de la movilidad. Sin
embargo, la incubacion en un pH alcalino aumenta el porcentaje de hiperactivacion
en condiciones NC y CAP, en comparacién con el pH 7.2 (Gréfica 5B). Como era
de esperarse, los espermatozoides incubados con 4-AP presentan un aumento
significativo en este patron de movilidad (Grafica 5). Se ha reportado que la
estimulacion de los espermatozoides por alcalinizacién modifica la movilidad de los
espermatozoides, principalmente por la activacion del canal CatSper, al aumentar
la [Ca?*]i (Achikanu et al., 2018). Por otro lado, la adicién de 4-AP (base débil)
estimula la hiperactivacion en espermatozoides activando a CatSper al elevar el pH;,
lo que resulta en el aumento de la amplitud de la curvatura y la asimetria del batido
flagelar (Achikanu et al., 2018; Ardon et al., 2016; Gu et al., 2004).

Estudios sobre CatSper, concluyen que la ausencia de este canal i6nico o
deficiencia de cualquier subunidad afecta la hiperactivacion espermatica y por lo
tanto, la fertilidad masculina, impidiendo que el espermatozoide logre fecundar
(Pereira et al., 2017).

Uno de los reguladores de la hiperactivacion, es el aumento de la [Ca?*]i. Se ha
reportado que a bajas [Ca?*];, el flagelo bate simétricamente, y cuando los niveles
aumentan se presentan cambios en el patron de movilidad del espermatozoide, el
cual varia entre especies (fuerte latido flagelar asimétrico de alta amplitud y
frecuencia baja), hiperactivando al espermatozoide. Sin embargo, no hay estudios
de movilidad en espermatozoides de murciélago que describan las caracteristicas
cinematicas de los espermatozoides hiperactivos, por lo que sugerimos a CASA por
su importancia en el analisis de parametros de calidad espermatica, como una
herramienta util en futuras investigaciones sobre la movilidad de los

espermatozoides en esta especie de murciélago.

Se describe que el aumento de [Ca%]i se regula a través de su liberacion de
almacenes internos y por la activaciéon de canales de Ca?* y transportadores
(Darszon et al., 2011; Gervasi y Visconti, 2016; Jin y Yang, 2017) de la membrana

plasmatica. Se ha reportado que la P4 y la alcalinizacion del citosol en
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espermatozoides de humano y de ratén generan un aumento en el influjo de [Ca?*];,
por la activacion del canal CatSper (Lishko et al., 2011; Strinker et al., 2011).
Debido a que no se tiene el genoma secuenciado de Corynorhinus mexicanus,
decidimos explorar por microscopia de fluorescencia la presencia de CatSper por
medio de su estimulacion con P4 vy alcalinizaciéon (usando NH4Cl) en
espermatozoides de esta especie, realizando medidas de [Ca?*]i en experimentos
de célula Ginica, empleando el colorante sensible a Ca?*, Fluo-3-AM. Se evalué si la
respuesta de Ca?* inducida por P4 es diferente en espermatozoides capacitados y
no capacitados, encontrando que los espermatozoides de esta especie de
murciélago promueven la mayor entrada transitoria de Ca?* (Figura 8) con el
estimulo de 0.3 uM de P4 en condiciones capacitantes, sin producir una respuesta
significativa a altas concentraciones (Gréfica 6). Sin embargo, en condiciones no
capacitantes, el mayor porcentaje de respuesta a P4 se obtuvo a una la
concentracion maxima (empleada aqui) de 3 uM (Grafica 6), lo que indica que la

capacitacion hace a los espermatozoides mas sensibles a P4.

Cervantes et al. (2008), emplearon P4 a una concentracion de 3.18 uM para inducir
la RA en espermatozoides (previamente capacitados) de Corynorhinus mexicanus,
durante el almacenamiento espermatico prolongado. Encontraron mediante la
integridad del acrosoma que la RA aumenta conforme pasa el tiempo de
almacenamiento de los espermatozoides. Este reporte, nos indica de manera
indirecta que los espermatozoides de Corynorhinus mexicanus responden al efecto
de la P4.

La respuesta de Ca?* a P4 se reportd, a través de la activacion de CatSper, que
esta presente en la membrana plasmatica de la pieza principal del espermatozoide
en humano y raton (Singh y Rajender, 2015; Lishko et al., 2011; Strinker et al.,
2011). Este canal se activa por voltaje, alcalinizacion y ligandos como la P4 y
prostaglandinas en espermatozoides de humano a concentraciones
submicromolares (Lishko et al., 2011; Strinker et al., 2011). Se ha reportado por
electrofisiologia la respuesta de CatSper en espermatozoides de humano con P4

500 nM logrando activar el canal. En contraste con CatSper en espermatozoides de
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ratén, la sensibilidad a P4 es reducida, ya que sélo se activa a concentraciones de
50-100 uM (Lishko et al., 2011; Romarowski et al., 2016). La sefalizacion de
hormonas esteroides en células soméaticas depende de receptores nucleares
descandenando una repuesta genémica. Sin embargo, los espermatozoides al ser
transcripcionalmente silenciosos se sugiere responden a la P4 por una via no
genomica a través de receptores en la membrana plasmatica. CatSper se ha
sugerido como receptor de la P4. Esta hormona puede unirse en la region
extracelular del canal (Lishko et al., 2011) o a la enzima o/ serina hidrolasa que
contiene la proteina 2 (ABHDZ2), la cual elimina por medio del metabolismo de
endocannabinodides a 2-AG un inhibidor endégeno del canal, conduciendo a la
activacion de CatSper (Miller et al., 2016).

Para probar si CatSper se regula por la respuesta a P4 en Corynorhinus mexicanus,
se registré la sefial de Ca?* utilizando NH4Cl, una base débil que alcaliniza el citosol
y activaria a CatSper (Chavez et al., 2018). Se registré un aumento en el porcentaje
de respuesta de Ca?* en condiciones NC (Grafica 6), y CAP del mes de octubre,
pero no de noviembre (Grafica 6B). Estos resultados sugieren que los
espermatozoides de Corynorhinus mexicanus responden a la alcalinizacion
intracelular, provocando el influjo de Ca?*, similar a lo reportado en espermatozoides
de raton (Chavez et al., 2018; Orta et al., 2018). Sin embargo, queda por responder

por qué el NH4Cl no induce un aumento en la [Ca?]ien noviembre.

Por otro lado, la respuesta de Ca?* generada por P4 y alcalinizaciéon son inhibidas
por RU1968 (Grafica 6A y B). Estudios de electrofisiologia reportan que RU1968 es
un importante inhibidor de CatSper al suprimir las sefiales de Ca?* inducidas por P4
y NH4Cl en espermatozoides de humanos, raton y erizo de mar (Rennhack et al.,
2018). El mecanismo de accion de RU1968 en el espermatozoide no es claro. Sin
embargo, en Corynorhinus mexicanus RU1968 también disminuye el influjo de Ca?*

en espermatozoides, posiblemente por su participacion como inhibidor de CatSper.

Ademas de la movilidad hiperactivada y el aumento en la [Ca?*]i, dentro de los

cambios bioquimicos de la capacitacion, se incluye la hiperpolarizacién del Em
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plasmética. EI Em se regula por el equilibrio en el flujo y permeabilidad de iones
(Ritagliati et al., 2018); dentro del tracto reproductor femenino, los espermatozoides
deben regular su Em ante las diferentes concentraciones idnicas que se encuentran
hacia el sitio de fertilizacioén con el ovocito (Stival et al., 2016). Por lo tanto, en este
estudio medimos los cambios del Em en espermatozoides antes y después de la
capacitacion en pH 7.2 y 8.0, en los meses de almacenamiento espermaético.
Observamos que en ambas condiciones hay una variacién en los valores del Em
gue puede estar asociada con la permeabilidad de la membrana plasmatica. Sin
embargo, en condiciones alcalinas los espermatozoides se hiperpolarizan, lo cual
se puede relacionar con la regulacion de canales i6nicos involucrados en la

hiperpolarizacién del Em.

De acuerdo con Chavez et al. (2013), se relacion6 el pH con el canal de K* SLO3 al
activarlo por alcalinizacion intracelular, encontrando un aumento en la
hiperpolarizacion de espermatozoides bajo un pH alcalino, ademas de indicar que
en ratones nulos a SLO3 hay una ausencia de hiperpolarizacion en condiciones NC
y CAP. Lo que nos hace plantear dos hipotesis; 1) en los espermatozoides de
Corynorhinus mexicanus se encuentra presente el canal SLO3 y 2) la actividad de
este canal podria ser el regulador en la hiperpolarizacion de estas células bajo
condiciones CAP, de acuerdo con el aumento en la hiperpolarizacion que

observamos a pH 8.0, dado que el aumento del pH activa los canales SLOS3.

Por otro lado, nuestros valores de Em tanto en condiciones de reposo (NC; -82 mV)
y CAP (-137 mV) muestran variacion a lo reportado por De La Vega-Beltran et al.
(2012) en espermatozoides de ratdn, registrando en reposo valores en su Em entre
-35 y -45 mV y de hiperpolarizacion hasta -70 mV después de la capacitacion,
valores necesarios para que los espermatozoides presenten un aumento en la
[Ca?]iy RA.

Esta diferencia en el Em de los espermatozoides de murciélago se sugiere es causa
de una diferencia en la permeabilidad de la membrana. De acuerdo con Chavez et

al. (2013), la permeabilidad idénica se modifica con base en la distribucion de
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diferentes iones, principalmente Cl-, Na*y K*, contribuyendo a la estabilidad del Em
en reposo. Se ha reportado que un mecanismo que regula la hiperpolarizacion es la
disminucion en la permeabilidad de Na*, por el cierre de un canal de
Na*(Hernandez-Gonzalez et al., 2006).,

Por lo tanto, sugerimos que a diferencia de otros mamiferos un valor en el Em de -
82 mV representa un estado de despolarizacién y de -137 mV de hiperpolarizacion,

en espermatozoides de murciélago.

12. Conclusiones

Los resultados presentados en el presente estudio indican que: 1) los
espermatozoides presentan una hiperpolarizacion significativa del Em en
condiciones capacitantes; 2) los espermatozoides no capacitados tiene valores mas
negativos en el Em plasmatica en comparacion con otros mamiferos como el
humano y ratén, 3) la sensibilidad de los espermatozoides a P4, NH4Cl y RU1968
sugieren la presencia de CatSper al regular el influjo de Ca?* y 4) la ausencia de
movilidad hiperactivada en los espermatozoides de Corynorhinus mexicanus no es
determinante al no estar descritas las caracteristicas cinematicas de movilidad en
este murciélago. Por ultimo, podemos concluir que, la capacitacion espermatica en
Corynorhinus mexicanus muestra variaciones segun a lo descrito en otros

mamiferos.
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