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RESUMEN:

El flujo de iones a través de las membranas celulares juega un papel fundamental en
la fisiologia de todas las células (desde bacterias hasta neuronas). El espermatozoide no es la
excepcion y, actualmente, buena parte de la investigacion sobre fisiologia espermatica esta
encaminada a comprender como los canales idnicos regulan los eventos relacionados al
proceso de fecundacion, En el espermatozoide de mamifero, hay dos eventos que anteceden
a la fecundacion los cuales aumentan la eficiencia del proceso: la capacitacién y la reaccion
acrosomal (RA). Durante ambos eventos hay incrementos en el pH intracelular (pHi) y en
la concentracion de calcio intracelular ([Ca*}i) y en la reaccion acrosomal (RA) se sabe que
estin presentes eflujos de ClI. En este trabajo se describe el efecto de moduladores de
canales de CI (v.gr. 4cido y-aminobutirico (GABA) y acido niflamico (AN)) sobre la RA y
sobre la hiperpolarizacién transitoria inducida por Ca® (hti-Ca), en espermatozoides de
ratén suspendidos en medio sin Ca®>". También presentamos registros de canal unitario en
el espermatozoide de ratén, o de célula completa en células espermatogénicas, obtenidos
por la técnica de patch-clamp. Los resultados: 1) sugieren la participacion del receptor de
GABA tipo A (R-GABA,) en la RA y en la hti-Ca; 2) demuestran que en la membrana
plasmatica de la cabeza del espermatozoide estan presentes canales aniénicos sensibles al
dcido niflimico y canales catiénicos poco selectivos y 3) demuestran la potenciacion de
corrientes de Ca®' tipo T de células espermatogénicas por albimina sérica bovina. Al final,
se discute el papel que cada uno de estos canales pueden estar jugando en la fisiologia del

espermatozoide.



SUMMARY:

The mammalian sperm must two maturating events that allow a higher efficiency in
the fertilization process: the capacitation and the acrosome reaction (AR). In these, and
other physiologically relevant processes, ion fluxes are fundamental. During the
capacitation and the AR, Ca”, and CI' fluxes are regulated by external molecules such as
albumin and AR agonists. Here are described the effects of CI' channels modulators (i.e.
GABA and niflumic acid (NA)) on mouse sperm AR, and on a recently described transient
hyperpolarization triggered upon Ca’ addition (Ca-ith) to sperm populations suspended in
Ca’ depleted media. Single channel recording of mouse sperm and whole-cell recording of
spermatogenic cells, are also shown. Our results: 1) suggest the participation of the
GABA ,-R during the AR, and the Ca-ith; 2) show the presence of anion channels sensitive
to NA and of poorly selective cation channels on the plasma membrafne of the head region
of mouse sperm ; and 3) demonstrate that bovine serum albumin potentiates T-type
Ca**currents on spermatogenic cells. The possible physiological relevance to sperm of these

findings is discussed.



Caracterizacién de canales iénicos y su participacion en la fisiologia del

espermatozoide de raton.

1 INTRODUCCION.

Se sabe que los flujos idnicos a través de la membrana plasmética juegan un papel
fundamental en la fisiologia del espermatozoide. D€ especial interés para nosotros es el estudio de
flujos idnicos durante la capacitacion y durante la reaccion acrosomal (RA) del espermatozoide de
mamifero. Estos flujos se llevan a cabo a través de transportadores de membrana, como pueden
ser canales i6nicos, intercambiadores i6nicos o ATPasas. El estudio de la identidad y farmacologia
de los transportadores de membrana (asi como de su regulacion) permite tanto la mejor
comprension de la fisiologia del espermatozoide como la identificacion de farmacos con posibles
efectos anticonceptivos. Antes de pasar de lleno al tema principal de esta tesis vale la pena

preguntarse: jcual es la importancia biologica del espermatozoide y cdmo se genera esta célula?

1.1 Reproduccion sexual y gametogénesis.

El espermatozoide es una célula altamente diferenciada que tiene como funcioén la de
fecundar al ovocito. Ambos gametos (tanto el espermatozoide como el ovocito) solo se
encuentran en especies que se reproducen sexualmente. En términos evolutivos, habiendo
especies que se reproducen asexualmente con alta eficiencia, jpor qué aparecié la reproduccion

sexual y de qué ventajas provee a las especies que la ejercen?.

I.1.1 La reproduccion sexual y sus ventajas (variabilidad genética).

Desde el punto de vista de la conservacion de las especies, estas tienen 2 opciones
reproductivas para evitar su extincion: la reproduccion asexual y la sexual. Algunos organismos
tienen la capacidad de utilizar ambos mecanismos de reproduccion, y ain en €sos casos, uno de
los mecanismos es el mas socorrido. Las especies que preferentemente se reproducen
asexualmente son organismos con menor diversidad genética que las especies que se reproducen
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sexualmente (Alberts et al., 1994). Estos organismos no requieren de la intervencion de algun
otro individuo de su misma especie para la generacion de un nuevo ser, lo que a su vez, trae como
consecuencia que el individuo generado sea genéticamente "idéntico” a su progenitor. A
diferencia de esto, la reproduccion sexual requiere de la participacion de 2 progenitores (excepto
en hermafroditas) y resulta en la generacion de individuos con gran variabilidad genética. De
hecho, dentro de una misma especie con capacidad de reproduccion tanto asexual como sexual,
hay mayor diversidad genética en subespecies en las que predomina la reproduccién sexual (Purdy
y Bayer, 1996). La reproduccién sexual provee ademas de ventajas en la seleccion contra genes
deletéreos (Hurst y Peck, 1996, Chao, 1997; de Visser, et al., 1997). Por otro lado, evidencias
rectentes sugieren que al menos parte de los mecanismos (y de los genes) implicados en la
determinacion sexual estan conservados entre especies tan distantes como el humano y el
nematodo C. elegans (Raymond et al, 1998). Con base a lo anterior, se piensa que la
reproduccion sexual se ha favorecido evolutivamente ya que, a su vez, esta da ventajas a las
especies que la ejercen al generar poblaciones con diferentes opciones adaptativas en un habitat
altamente cambiante. En contraposicion, hay cientificos que piensan que el sexo en los animales
aparecio "casualmente” y que se ha mantenido no por suponer una ventaja evolutiva, sino por
estar acoplado al proceso reproductivo (Sagan y Margulis, 1985).

Pero, ;qué es la reproduccion sexual? En términos llanos, la reproduccion sexual consiste
en la combinacion de material genético de 2 individuos de la misma especie. Se lleva acabo
mediante la fusion de 2 gametos (fecundacion) donde la mitad de los cromosomas de la nueva
célula o embrion proviene del gameto femenino (ovocito) y la otra mitad del gameto masculino
(espermatozoide). Los gametos son células sexuales haploides generadas por medio de divisiones
meioticas a partir de células diploides (gametogénests). Durante el proceso meidtico existe
intercambio de genes entre cromosomas homologos (recombinacion genética) multiplicando las
posibilidades de variabilidad genética en las especies que se reproducen sexualmente. La fusién de
estas células trae consigo la "recuperacion” de la carga genética (2 n) en una célula (embrion) con
capacidad de division mitotica y de diferenciacion celular que finalmente permitira la generacion
de tejidos y de un nuevo individio (Gilbert et al., 1994). Una vez sentada la importancia
reproductiva y evolutiva del espermatozoide, pasemos a ver como es que se generan estas células

y algunas de sus caracteristicas.




I1.2 La generacion del espermatozoide (espermatogénesis), y sus caracteristicas
morfologicas.

La gametogénesis masculina o espermatogénesis, consiste en una serie de divisiones
celulares (tanto del tipo mitotico como meiotico), acompafiadas de metamorfosis hacia las tltimas
etapas (espermiogénesis). De este proceso resultan los espermatozoides que son células motiles
con escaso citoplasma (volumen total ~ 35 fl; Kleinhans et al., 1992), algunos pocos organelos y
de nucleo haploide supercondensado (figuras 1 y 2). En el mamifero, la espermatogénesis se lleva
a cabo en forma ciclica durante toda la vida del individuo sexualmente maduro y se caracteriza
por las siguientes etapas (v tipos celulares asociados perfectamente definidos): (1)
autorenovacion de células germinales por el proceso de mitosis (espermatogonias), (2) la
reduccion del nimero cromosdmico por medio de la meiosis (espermatocitos primarios y
secundarios), y (3) la espermiogénesis {espermatides y espermatozoides) (Krester y Kerr, 1988 |
Garner y Hafez, 1989). Ademas de 1as células germinales, la participacion de otros tipos celulares
(células de Leydig y de Sertoli), que contribuyen con factores hormonales y nutricionales, es
indispensable para que se lleve a cabo la espermatogénesis. A continuacion se describen
brevemente las caracteristicas de las células germinales durante las diferentes etapas de Ia
espermatogénesis enfatizando sobre todo en aspectos de la espermiogénesis y de la morfologia
espermatica.

Espermatogonias. Las espermatogonias ademas de ser las responsables de generar los tipos
celulares de las etapas meidticas (espermatogonia tipo B), tienen que autorenovar su poblacion
(espermatogonia tipo Al) (Krester y Kerr, 1988, Garner y Hafez, 1987). Todas las divisiones
celulares en estas etapas tempranas de la espermatogénesis son del tipo mitético. Las
espermatogonias est4n interconectadas por puentes citoplasmaticos. Los puentes citoplasmaticos
son estructuras dinamicas de diametro variable que aparecen y desaparecen a lo largo de la
espermatogénesis (Weber y Russell, 1987, Russell et al, 1987). Los puentes citoplasmaticos
resultan de citoquinesis incompletas y permiten el paso de metabolitos de alto peso molecular
como proteinas y RNAm. Gracias a esto, las células dentro de una misma etapa meidtica a pesar
de ser genéticamente distintas son fenotipicamente equivalentes, permitiendo asi el desarrollo

coordinado de las células germinales como grupo (Braun et al., 1989; figura 1).



Espermatocitos. Se dividen en primarios y secundarios y estan involucrados en la meiosis. En la
primera divisién meidtica los espermatocitos primarios duplican su DNA y el numero de
cromosomas resultando en cromatides dobles las cuales se aparean con sus homoiogas llevandose
a cabo €l entrecruzamiento o recombinacion genética. Al dividirse, cada célula hija (espermatocito
secundario) recibe la mitad de los cromosomas pero que, por ser cromatides dobles, siguen
conservando una carga genética 2n. Los espermatocitos secundarios vuelven a dividirse pero en
este caso la citoquinesis no se acompafia de una duplicacién previa del DNA con lo que las
células resultantes (espermatides) tendran 1/2 de la carga genética (n).
Espermiogénesis. La observacion del desarrollo acrosomico por medio de la tincion de PAS
(acido periddico de Shiff) ha permitido describir 4 fases de la espermiogénesis: de Golgi, del
capuchon, la acrosémica y la espermiacion (Krester y Kerr, 1988; Duane et al., 1989 ), La serie
de cambios morfoldgicos (sin divisioncs celulares) durante la espermiogénesis, resulta en la
transformacion de una célula esférica (espermatide redonda) en una célula alargada con la
formacion de organelos nuevos como el acrosoma y el flagelo, reorganizacion y eliminacion de la
mayor parte de citoplasma y organelos y supercondensacion del material genético (figura 2). El
material genético supercondensado junto con cambios importantes en el citoesqueieto dan al
nucleo y al acrosoma la forma caracteristica de la cabeza del espermatozoide en cada especie. Se
piensa que el acrosoma se deriva a partir del aparato de Golgi. El citoplasma se desplaza por
medio de filamentos (manchete) que se extienden a partir de la membrana nuclear caudal. En la
Gltima fase (espermiacién), se elimina la mayor parte del citoplasma (incluido el Aparato de
Golgi, microtubulos del manchete, mitocondrias, ribosomas, etc.), como parte del cuerpo residual
que fagocitan las células de Sertoli (figura 1). Al final de la espermiacion el espermatozoide se
libera al lumen del tubulo para comenzar su travesia (y maduracion final) a través del tracto
reproductor masculino. La espermatogénesis dura alrededor de 20 a 45 dias segin la especie.
Morfologia espermatica. Anatémicamente hablando el espermatozoide estd formado por
la cabeza y el flagelo unidos por una pieza conectora o cuello (figura 2). La cabeza es aplanada y
tiene dimensiones de ~ 5 x 3 x 1 um (largo, ancho y espesor) en el espermatozoide de raton. La
cabeza a su vez comprende el nucleo, el acrosoma, un citoesqueleto muy especial que le da
rigidez y forma, y un poco de citoplasma, todo esto rodeado por la membrana plasmatica. El

nucleo del espermatozoide ocupa la mayor parte del volumen de la cabeza (excepto en especies
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con acrosoma muy prominente). El DNA del espermatozoide estd muy compactado. Esto se
consigue gracias a la intervencion de ciertas histonas basicas especificas del espermatozoide
conocidas como protaminas (Hecht, 1990; Santi et al., 1994) cuya deficiencia es causante de
esterilidad (de Yebra et al, 1993). Estas proteinas son ricas en argininas y cisteinas y forman
numerosos puentes disulfuro. El tamafio del acrosoma y la superficie adherida al nicleo varia
enormemente entre las diferentes especies. En algunas especies abarca una zona anuclear muy
grande {(cuyo) y en otras esta intimamente adherido al micleo sin zona prenuclear alguna (raton).
El acrosoma comprende 2 regiones, la craneal y la ecuatorial. Asi mismo, la membrana acrosomal
se clasifica en acrosomal interna (adherida al nucleo) y en membrana acrosomal externa (la
adyacente a la membrana plasmatica). Estas varian en su funcion y composiciéon. Durante la

exocitosts acrosomal, la membrana acrosomal externa se fusiona con la membrana plasmatica
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Figura 1. Espermatogénesis. Esquema de los diferentes tipos celulares presentes en forma secuencial
en el ciclo espermatogénico y de la metamorfosis que sufren las espermatidas redondas para
transformarse en el espermatozoide maduro. Se destaca el caracter clonal de cada etapa (Tomado de
Hafez, 1989).



formando las llamadas vesiculas hibridas. En dicha fusion participa una matriz glicoproteica
adyacente a su superficie interna (Yanaguimachi, 1994, McLescky et al,, 1998). Hacia la regién
ecuatorial, la membrana acrosomal externa contiene la proteina fertilina la cual participa en la
fusion del espermatozoide con €l dovulo. La membrana acrosomal interna contiene una fraccion
membranal de hialuronidasa, la proteina PH-20 y proacrosina; esta membrana participa en la union
secundaria (ver abajo). Ademas, el acrosoma contiene una matriz de enzimas hidroliticas que,
entre otras cosas, ayudan a la penetracion de las capas externas del ovulo. Aigunas de estas
enzimas son especificas del acrosoma como 1a hialuronidasa espermatica y la acrosina. También
contiene enzimas como fosfolipasas, colagenasas, catepsina D, calpaina II, fosfatasa 4cida y otras
numerosas glicosidasas diferentes de la hialuronidasa. El flagelo o cola estd comprendido por
cuatro segmentos o piezas y son: la conectora o cuello, la media, la principal y la final o terminal

A lo largo de las ultimas tres piezas se encuentra el axonema que es un grupo de microtubulos

A B

CABEZA N" am A Ve’sicplas ;
) ' \ Hibridas ‘

“M Acrosomal SB%
Interna

M Plasmatica

Nucleo

PARTE TERMINAL

Figura 2. Morfologia del espermatozoide de toro y esquema de la exocitosis acrosomal. A) Muestra

las cuatro porciones anatémicas del espermatozoide (incluidos cortes transversarles), que son: la cabeza
(destacando el capuchén acrosémico), el cuello, la pieza media (que muestra la vaina mitocondrial) y la
parte principal del flagelo (con su axonema central de 9 + 2 microtibulos). B) Esquema de la exositosis
acrosomal. A la izquierda la relacion que existe entre el nucleo y la membrana acrosomal interna y entre
la membrana acrosomal externa y la plasmatica. A la derecha se muestra un espermatozoide reaccionado
en el que las vesiculas hibridas se forman por la fusion de la membrana acrosomal externa y la
membrana plasmatica (Tomado de Hafez, 1989).



dispuestos en orden de 9+2 pares y que son el aparato motil del espermatozoide. En la pieza

media ademas esta dispuesto, en forma ordenada, un grupo de mitocondrias.

L.2 Capacitacion, reaccion acrosomal y los flujos iénicos.

El espermatozoide, resultado de la espermatogénesis, sufre una serie de cambios que
ayudan a completar su maduracion. Esto ocurre parcialmente al pasar por el epididimo, en donde
adquiere su capacidad motriz y mayor eficiencia fecundante (Yanaguimachi, 1994). Ademas de
esta maduracién parcial, durante el proceso reproductivo natural en el espermatozoide de
mamifero, hay dos eventos fisioldgicos secuenciales que anteceden a la fecundacion y que, en
conjunto, hacen mas eficiente este proceso: la capacitacién y la RA. A continuacitn describiremos

los eventos moleculares y flujos idnicos que se presentan asociados a la capacitaciony a la RA

1.2.1 Capacitacion y flujos idnicos.

En los afios 50s Chang y Austin, (citados por Yanaguimachi, 1994) observaron en forma
independiente que los espermatozoides de mamifero recién eyaculados o los recolectados del
epididimo no fecundan a los ovocitos. Observaron también que los espermatozoides deben
permanecer un lapso de tiempo en el tracto reproductor femenino o incubados in vifro para
adquirir dicha capacidad y Hamaron ‘“capacitacion" a este proceso. El tiempo que debe
permanecer el espermatozoide en el tracto reproductor femenino varia entre especies, entre
individuos de la misma especie 0, inclusive en espermatozoides del mismo individuo provenientes
de diferentes regiones del tracto reproductor masculino. A través de los afios, el concepto sobre
capacitacion se ha ido modificando y actualmente se consideran como parte de la capacitacion a
todos aquellos procesos que preparan al espermatozoide para sufrir la RA inducida por las capas
externas del 6vulo u otros inductores como la progesterona (Visconti y Kopf, 1998). En forma
natural, los componentes de los fluidos del tracto reproductor femenino promueven la
capacitacion (Lakoski et al., 1988, Yanaguimachi 1988). In vivo la capacitacion se completa en la
region del istmo y sélo algunos espermatozoides pasan a la zona de fecundacion (la unién
istmo-ampula). Se cree que secreciones sitio especificas determinan la migracion de los

espermatozoides y su capacitacion en el oviducto (Shalgi y Phillips, 1988; Demott y Suérez, 1992;
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Ortiz et al., 1995). Estos mecanismos en conjunto aseguran la presencia, en numero y estado
fisiologico, de los espermatozoides "mas aptos" para la fecundacion en el momento requerido.

La capacitacion también se puede llevar a cabo experimentalmente al incubar
espermatozoides en medios salinos definidos. Los requerimientos en la composicién de estos
medios difiere entre especies. Por ejemplo, en ratéon es importante incluir albumina sérica y
glucosa en el medio de capacitacién (Ward et al,, 1982) y en bovinos estos componentes se
substituyen por heparina y fructosa (Florman et al, 1988, Parrish et al., 1988). Es mas, la
presencia de glucosa en el medio capacitante inhibe la capacitaciéon del espermatozoide de toro
(Parrish et al., 1994) al parecer aboliendo cambios en pHi y afectando el metabolismo del AMPcy
la fosforilacion de proteinas (ver abajo) (revisado en Visconti y Kopf, 1998) . En el
espermatozoide de humano tanto la heparina (Valencia et al., 1984) como la albumina (Blackmore
et al., 1990) pueden usarse para capacitacion. Se sabe que la induccion de la capacitacion in vitro
presenta algunas diferencias con la capacitacion in vivo. La capacitacion de espermatozoides de
toro inducida en presencia de fluido oviductal del estro o en presencia de heparina, difiere en
susceptibilidad a inhibidores como el sulfato de protamina (Parrish et al, 1994). Estos datos
sugieren que se pueden activar mecanismos diferentes del proceso fisiologico durante la
capacitacion in vitro, por lo que habra que interpretar con cautela los resultados experimentales al
extrapolarios a la situacion natural. En este sentido, la tendencia a mediano plazo debera ser la
mimetizacion bioquimica de los fluidos uterinos y oviductales mas fielmente, tanto para la
realizacion de experimentos de capacitacion y RA, asi como para la fecundacion y cultivo
embrionario in vitro (Menezo y Guerin, 1997).

Biogquimicamente hablando, la capacitacion es un proceso reversible que correlaciona con
cambios en la motilidad, en el metabolismo del espermatozoide, en la membrana plasmatica
(composicion, topografia de componentes y fluidez) y en la concentracién intracelular de iones y
segundos mensajeros (Yanaguimachi, 1994, Florman y Babcock, 1991). Recientemente se ha
determinado que durante la capacitacion también se suscitan cambios en la fosforilacién de
proteinas espermaticas (Visconti et al., 1995 a,b; Baldi et al.,, 1996). El espermatozoide adquiere
su capacidad motriz a su paso por el epididimo (Yanaguimachi, 1994) y durante la capacitacion la
motilidad del espermatozoide cambia en patron y vigor. A este cambio en las cualidades motrices

se le conoce como hiperactivacion y en forma natural los fluidos presentes en la region de la



fecundacion lo inducen (Falcone et al., 1991; Fetterolf et al., 1994). La hiperactivacion depende
de cambios en pHi, [Ca*]i y AMPc (Babcock et al 1983, Lindeman y Kanous, 1989; White y
Aitken., 1989; Mei, et al., 1997) y su importancia parece radicar en que facilita la penetracion a
través de las capas externas del ovulo més que propiamente en el transporte del espermatozoide a
través del tracto femenino (Hafez, 1989). De hecho, una hiperactivacion deficiente es causante de
baja fertilidad. En relacion al metabolismo, durante la capacitacion aumentan el consumo de
oxigeno y la actividad glicolitica de ia célula (Babcock et al., 1983; Coronel y Lardy, 1987).

A nivel de la membrana plasmatica se observan cambios de indole diverso. Mediante
estudios inmunocitoquimicos se ha determinado que el patrén antigénico del espermatozoide
cambia después de la capacitacion, algunos antigenos desaparecen y otros aparecen (Davis et al,
1981; Myles, et al,, 1987). Los rearreglos en la membrana plasmatica durante la capacitacion se
pueden clasificar en cuanto a fa composicién quimica del compuesto, en cuanto a su asociacion
con la membrana y en cuanto a su distribucion en la misma. Algunos de estos compuestos estan
integrados a ia membrana (PH-20, PH-34, colesterol) y otros mas son de origen externo (caltrina,
adhesinas espermaticas) y se adhieren a ella por fuerzas electrostaticas principalmente (Ruffo et
al., 1983; Myles et al., 1987, Coronel et al., 1992; Boue et al, 1996). Asi mismo, se ha observado
que la cantidad y distribucion de algunos de estos compuestos cambia durante la capacitacion
(Villaroya y Scholler, 1987, Jones et al, 1990, Toopfer Petersen, et al., 1990). Spungin et al
(1995) reportaron la traslocacion de una proteina de 70 kDa de la membrana acrosomal externa a
la membrana plasmitica durante la capacitacion del espermatozoide de toro. Esta proteina
participa en la interaccion del espermatozoide con las capas extracelulares del ovocito y podria
estar involucrado en la induccién de la RA.

Entre otras cosas, la reestructuracion de la membrana conlleva a cambios en su fluidez y
su permeabilidad ionica. Tanto el colesterol como otros lipidos modulan proteinas de membrana
entre las que se encuentran receptores, ATPasas y canales idnicos (Toro y Stefanie, 1991;
Sunshine y McNamee, 1994, Bastiaanse, et al., 1997; Ryan et al., 1997). El fosfatidilinositol y la
fosfatidilcolina aumentan durante el proceso capacitativo. Los metabolitos relacionados como el
DAG, IP3, y los lisofosfolipidos, podrian estar involucrados en los cambios en la [Ca™]i,
fosforilacion de proteinas (durante la capacitacion y la RA) y en la fusion de membranas (durante

la RA). En el espermatozoide se ha demostrado que ia PLA2 y Ja PLCyl participan en el

9

Ty P



metabolismo de estos compuestos (Baldi et al., 1996). Uno de los fenémenos mejor conocidos de
la capacitacion es la disminucién de colesterol en la membrana plasmatica. Se piensa que esta
depende de la presencia de factores uterinos que "secuestran” el colesterol (Langlais et al., 1988).
In virro, se incluye albumina sérica con este propdsito en los medios capacitantes en diversas
especies (Go y Wolf, 1985, Suzuki y Yanaguimachi, 1989) y posiblemente participe junto con
otros compuestos uterinos en el proceso natural (Visconti y Kopf, 1998). El colesterol da cierta
rigidez a las membranas (Bastiaanse et al., 1997) y se piensa que la disminucién del colesterol
durante la capacitacion podria estar aumentando la fluidez de la membrana y su permeabilidad al
Ca™ y al HCO,. La presencia de estos dos compuestos en el medio extracelular y su incremento
en el citosol son esenciales para la capacitacion (Shi y Roldan, 1995; Visconti et al., 1995 a,b;
Visconti y Kopf, 1998).

Se ha demostrado que durante la capacitacion, el Ca®* participa en la regulacion de la
calmodulina, las cinasas, las fosfolipasas y, junto con el HCO,, parecen modular a la adenilato
ciclasa {AC) y los niveles de AMPc {Garty y Salomon, 1987, Visconti et al, 1990). En el
espermatozoide de humano el Ca® intracelular aumenta alcanzando una meseta a los 90-120 min.
de iniciada la capacitacion (Baldi et al, 1991; Das Gupta et al., 1993) y la heparina induce
incrementos de la [Ca™]i en bovino (Cérdoba et al., 1997). En ambos casos el origen del Ca® es
extracelular. El uso de la heparina en bovino también correlaciona con los aumentos en pHi,
AMPc v en la fosforilacion de proteinas (Visconti y Kopf, 1998), pero a diferencia de la albimina
sérica bovina (ASB), parece ejercer su efecto via un receptor membranal y no mediante la
remocion del colesterol de la membrana .

Actualmente se desconoce cual es la importancia de las pozas internas de Ca* en la
regulacion de la capacitacion. Se tienen evidencias de que la capacitacion puede acelerarse
usando compuestos que inducen liberacion de Ca** como la tapsigargina (Mendoza y Tesarik,
1993), aunque se desconoce cual pueda ser su relevancia fisiologica. En este contexto, el
receptor a IP3 (Walenshy y Snyder, 1995; Treviiio et al., 1998) y la calreticulina (Nakamura et
al,, 1993) se han localizado en membrana y matriz acrosomal, respectivamente. Los incrementos
en AMPc, durante la capacitacién, correlacionan a su vez con aumento en fosforilacién de
proteinas en residuos de tirosina. El uso de inhibidores especificos para diferentes enzimas sugiere

que este mecanismo involucra la estimulaciéon de PKA por AMPc la cual a su vez activa a cinasas
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de tirosina solubles (CTSs) que finalmente son las encargadas en fosforilar residuos de tirosina
(Baldi et al., 1996; Visconti y Kopf, 1998). Las proteinas fosforiladas comprenden un rango
amplio de pesos moleculares de entre 20 y 200 kDa en las diferentes especies (Leyton y Saling,
1989; Visconti et al., 1995 a,b; Luconi et al., 1996; Emiliozzi y Fenichel., 1997, Galantino et al,
1997). Sélo en algunos casos se conoce la identidad de estas proteinas. Una de ellas es una
proteina de 95 kDa que se postula es un receptor tipo cinasa de tirosina que participa en la unién
ala ZP y en la induccion de la RA (Baldi et al., 1996). Otras proteinas, fosforiladas por una
tirosin cinasa de 42 kDa, son la histona H2A y una proteina asociada a microtubulos (Berruti,
1994), sugiriendo que durante la capacitacion se prepara (o se inicia) la descondensacion del
proniicteo masculino. Es interesante destacar que los espermatozoides de la porcidn inicial del
epididimo (cabeza del epididimo), que ain no han alcanzado ia suficiente maduracién para
capacitarse, no presentan los incrementos en fosforilacion en condiciones capacitantes como
sucede para los espermatozoides maduros (Visconti et al., 1995a).

Los cambios en pHi son muy importantes en la fisiologia de todas las células ya que
modulan multiples enzimas y también canales idnicos. En reposo, el pHi cambia en forma casi
lineal con los cambios de pHe en espermatozoides de raton y de toro {Gati et al., 1993; Zeng et
al., 1996). Se ha demostrado que la motilidad flagelar (Lindemann y Kanous, 1989) y que la
actividad de canales de Ca™ y de la AC espermaiticos se favorece a pH alcalino (Babcock y Pfiffer,
1987). Durante la capacitacion, el pHi aumenta en el espermatozoide de toro (Uguz et al,, 1994,
Vredenburgh-Wilberg y Parrish, 1995) y de raton (Zeng et al., 1996). En el raton se sabe que el
incremento en pHi se lleva a cabo mediante un mecanismo dependiente de Na*, CI' y HCO,". En
contraste, en el hamster no se detect6 incremento alguno en el pHi durante la capacitacion (White
y Aitken, 1989). En el espermatozoide de toro, la inhibicion de la fosforilacion de proteinas con
inhibidores de PKA no tuvo efecto alguno sobre el incremento en el pHi durante la capacitacion
(Galantino et al., 1997). Esto sugiere que el incremento de pHi es previo a la activacién de la
PKA. En este contexto, se podria proponer un modelo en donde el pHi alcalino junto con el Ca*
activan a la AC con las consecuencias arriba descritas sobre el AMPc, las cinasas y la fosforilacion
de proteinas. En contraposicién a este modelo, Visconti et al. (1995), demuestran que el
incremento de pHe (que ejerce una influencia importante sobre el pH interno) no sustituye a la

deplecion de HCO, en mantener la fosforilacion en el raton, indicando que la activacion de la AC
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por HCO; es directa y no porque este compuesto module la alcalinizacion citoplasmica. Estos
resultados apuntan a que la activacion de la AC (junto con la subsecuente fosforilacion de
proteinas) y los incrementos del pHi durante la capacitacion, son eventos independientes. Por el
momento, el papel causa-efecto del aumento de pHi durante la capacitacion requiere de mayor
investigacion (Baldi et al., 1996).

En condiciones capacitantes, el K* es el idn que mayor influencia tiene sobre el potencial
de membrana del espermatozoide. En el toro y el ratén, el potencial de reposo es de -30 a -45 mV
en el espermatozoide no capacitado y, debido a un aumento en la permeabilidad al K”, durante la
capacitacidn se hiperpolariza llegando a valores de alrededor de -60 mV (Espinosa y Darszon.,

1995, Zeng et al, 1995). Es posible que esta hiperpolarizacion estimule a la AC del

ASB ASB-Colesterol
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Figura 3. Fosforilacién en residuos de tirosina durante la capacitacién. La ASB secuestra el
colesterol de la membrana plasmatica induciendo cambios en su permeabilidad al Ca** y al HCO, Por
otro lado, durante la capacitacion aumenta la permeabilidad al K* provocando una hiperpolarizacion.
Ambos fenoémenos estimulan a la AC, se elevan los niveles de AMPc y se activa PKA, la cual regulaala
hiperactivacion, la capacitacion y la fosforilacion en residuos de tirosina via cinasas de tirosina solubles
(CTSs). (+) = estimulo; (-) = inhibicién (Modificado de Vsiconti et al., 1995b).
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espermatozoide de ratén (Pablo Visconti, comunicacion personal) en forma similar al
espermatozoide de erizo de mar (Beltran et al, 1996). Esto traeria consigo el aumento en el
AMPc y la fosforilacion de proteinas inducidas durante la capacitacién. Otra posible funcion de
la hiperpolarizacion podria ser la regulacion de canales de Ca® dependientes de voitaje (CCDV),
en especial, el canal de Ca”™ tipo T registrado en células espermatogénicas (Arnoult et al., 1996;
Liévano et al,, 1996, Santi et al., 1996) y qﬁe, por evidencias indirectas, s¢ cree esta presente
también en el espermatozoide (ver discusién). En la figura 3 se muestra un modelo de la
capacitacion in vitro en el espermatozoide de ratéon (modificado de Visconti et al,, 1995b). En
resumen, en este modelo se involucran aspectos de la remocion de colesterol membranal por la
albimina, la activacion de AC por Ca™, y HCO,, y la modulacion de la fosforilacién de proteinas

por interacciones entre AMPc¢, PKA y CTSs.

1.2.2 Reaccion acrosomal y flujos iénicos. ,

Inductores de 1a RA La RA es un evento de exocitosis que se dispara especificamente
cuando el espermatozoide entra en contacto con las capas extracelulares del ovocito. Durante la
RA, la membrana acrosomal externa se fiisiona con la plasmatica formando las vesiculas hibridas y
liberando enzimas hidroliticas que ayudan a la penetracion de dichas capas (figura 2b). En el
mamifero, la capa extracelular que rodea al ovocito se conoce como zona pelucida (ZP). El raton
es la especie en la que se inici0 la caracterizacion de la ZP (Saling y Storey, 1979, Bleil y
Wassarman 1980) y aln ahora, es la especie de la que mas se sabe. La ZP esta constituida por
diferentes clases de glicoproteinas que se han clonado en gato, vaca, humano, cerdo, conejo y
raton y estan altamente conservadas (McLesky et al.,, 1998). Se clasifican en familias de ZP1 |
ZP2, y ZP3 por la homologia que guardan con las de ratdn (65-99% de homologia entre las ZP3
de diferentes especies). Estructuralmente hablando, en el raton la ZP es una esponja de filamentos
tormados por homodimeros de ZP1 (200kDa) que entrecruzan heterodimeros de ZP2 (120 kDa) y
ZP3 (83 kDa). De éstas solo la ZP2 y la ZP3 interaccionan especificamente con el
espermatozoide.

En la asociacion del espermatozoide con el ovocito se distinguen 3 tipos de unidn, las
cuales son secuenciales y varian en la especificidad de las moléculas participantes y en su funcién.

En las uniones primaria y secundaria participan, por un lado, receptores especificos del
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espermatozoide, y por otro lado, la ZP3 y la ZP2, respectivamente. En la unién primaria, la ZP3
se une a varios receptores del espermatozoide localizados en la membrana plasmatica y como
consecuencia se dispara la RA. En la unidn secundaria, la ZP2 interacciona con receptores
localizados en la membrana acrosomal interna (PH-20 y proacrosina-acrosina) que ademas
participan en la penetracion a través de la ZP. La tercera union esta dada entre receptores del
espermatozoide llamados fertilinas, localizadas en la region ecuatorial del acrosoma, y receptores
del ovocito del tipo integrina culminando en la fusion de las membranas de ambas células (Evans
et al,, 1997a,b; McLesky et al., 1998). A continuacion describimos aspectos de la unidn primaria
por estar directamente relacionada con la induccion de la RA.

La union primaria se da entre espermatozoides capacitados (no reaccionados) y la ZP de
ovocitos no fecundados. Por el contrario, cuando los espermatozoides se exponen a ZP de
ovocitos fecundados se adhieren laxamente, no sufren la RA y no la penetran. Estas caracteristicas
se consideran parte de la reaccidon sonal con las cuales se previene la poliespermia {ovocitos
fecundados por méas de un espermatozoide). La unidén primaria se distingue de la adhesion
inespecifica cuando los espermatozoides permanecen adheridos a la ZP después de pipetearlos en
forma moderada (Bleil, 1991). Tanto la region proteica como los carbohidratos de la ZP3 estan
involucrados en la induccion de la RA (Rossiere y Wassarman, 1992). Litscher et al. (1996),
definen con mayor precision la region funcional de la ZP3 como una region de 21 kDa de la
porcion C-terminal en la que se conservan los residuos O-glicosidados. Los residuos
N-glicosidados, asi como los residuos de acido sidlico se pueden eliminar por digestion enzimatica
sin pérdida de potencia. Las evidencias que sefialan a la ZP3 como la responsable de la union
primaria con ¢l espermatozoide y la inductora de la RA son las siguientes:

- De las tres glicoproteinas que conforman la ZP, solo los fragmentos de 1.6 a 6 kDa de ZP3
proteolizada con pronasa (a concentraciones 10-100 nM) inhiben la unién primaria si los
espermatozoides se preincuban en su presencia antes de exponerlos a la ZP intacta. Por el
contrario, los fragmentos de la ZP3 de ovocitos fecundados (ZP3f) no inhiben la unién primaria
(Bleil y Wassarman, 1983).

- La ZP3 purificada induce por si sola la RA.

- La ZP3 recombinante induce la RA con la misma eficiencia que la natural (Beebe et al., 1992,

Brewis et al., 1996) y también inhibe la unidn primaria.
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Ademas de la ZP3, se conocen otras moléculas que inducen la RA. Entre estas tenemos a
la progesterona (Thomas y Meizel., 1989: Blackmore et al., 1990; Baldi et al., 1991; Meizel et al_,
1997); el acido y-aminobutirico (GABA) (Wistrom y Meizel., 1993: Roldan et al., 1994; Shi et al.,
1997), la glicina (Meléndrez y Meizel., 1995) y el factor de crecimiento epidermal (FCE) (Lax et
al., 1994). La progesterona y el GABA se han utilizado en ratén y en humano, la glicina en cerdo
y el FCE en bovino. Si bien se desconoce la relevancia fisioldgica de estos inductores, se sabe que
el GABA y la progesterona pueden estar presentes a concentraciones efectivas en la zona de
fecundacion (Meizel,, 1997; Baldi et al., 1998).

Receptores a la ZP3. Actualmente, la identidad del (los) receptor (es) a la ZP3 esta en
debate. Varias proteinas del espermatozoide (algunas de ellas con actividad enzimatica) tienen
caracteristicas esperadas para el receptor a la ZP3: se localizan en la membrana plasmatica sobre
la region acrosomal, se asocian especificamente a la ZP3 o a su porcion O-glicosilada, se pierden
durante la RA y, la union primaria y la RA se inhiben por anticuerpos generados contra ellas asi
como por sustratos o inhibidores especificos de las actividades enzimaticas determinadas para
estos receptores (Lopez et al, 1995; Leyton y Saling; 1989; Bleil, 1991; Moller et al., 1992,
Ward y Kopf, 1993, Gong et al., 1995). Entre los diferentes receptores propuestos estid uno con
actividad de galactosiltransferasa (R-Galtasa), otro con actividad de tirosin cinasa de 95 kDa
(ZRK), un tercero con peso molecular de 56 kDa (sp56), otro con actividad de serin proteasa
(SP) y por ultimo receptores de origen extraespermatico (presentes en fluido de retetestis y en
plasma seminal) conocidas genéricamente como adhesinas espermaticas (AS) (Storey, 1995;
McLesky, 1998). De estos, tanto las AS como el sp56 carecen de dominios transmembranales.
Estan adheridos a la superficie espermatica lo que posiblemente indique que participan en la unién
primaria sin activar las cascadas de transduccion que disparan la RA. No todos los receptores
estan presentes en todas las especies, sugiriendo especificidad de especie. Por ejemplo, el
R-Galtasa es mas abundante en roedores que en otras especies (Larson y Miller., 1997) y el sp56
se ha localizado en raton y en hamster pero no en humano ni en cuyo (Bookbinder et al., 1995).

Transduccion de seiiales, flujos idonicos y su regulacién durante la RA. Los flujos
ionicos mas estudiados durante 2 RA tanto de espermatozoides de especies marinas como en el
espermatozoide de mamifero son el eflujo de H y el influjo de Ca™ (revisado en Darszon et al.,

1998). En el erizo de mar también se tiene conocimiento del influjo de Na’ y del eflujo de K™ y,
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en el espermatozoide de mamifero, se tienen evidencias de influjo de Na' y del eflujo de CI.
Ademas, gracias a estudios multidisciplinarios (bioquimicos, farmacologicos y electrofisioldgicos),
se tiene una vision cada vez mas clara de la identidad de los transportadores idnicos que
participan en la RA y como es que son regulados. En la tabla 1 se resumen lasevidencias de los
flujos idnicos que se presentan durante la RA. A continuacion se describen los mecanismos
iniciales de activacion de la respuesta a la ZP3 y después se describen los reportes que sugieren
como se pueden estar regulando los flujos (y canales) ionicos en pasos sucesivos. Al final se
describen también los flujos i6nicos disparados por otros inductores de la RA como la
progesterona y el GABA y su regulacion.

Un factor comun encontrado para varios de los receptores a la ZP3 es que la RA se puede
inducir con anticuerpos aglutinantes(o con regiones Fab + IgG) dirigidos contra cualquiera de
ellos (Kopf et al., 1989; Leyton y Saling, 1989; Boettger-Tong et al., 1992; Aarons et al., 1992,
Gong et al.,, 1995). Esto sugiere que es importante la agregacion de receptores para su activacion
en las etapas iniciales de la RA. ;Como es que la activacion del (de los) receptor (es) de la ZP3
transduce (n) la sefial? Existen tres mecanismos por los que parece iniciarse la transduccion de
sefiales durante la RA a partir de receptores membranales activados: via proteinas G, por
fosforilacion via receptores tipo cinasas de tirosinas y por cambios en el potenciat de membrana
debidos a la apertura de canales iGnicos.

Las proteinas G son complejos heterotriméricos compuestos por subunidades o, B, y v,
que se localizan en la superficie citoplasmatica de la membrana asociadas al receptor. Al formarse
el complejo ligando-receptor, se favorece la union de GTP a la subunidad «, la disociacién del
heterotrimero y la activacioén de la proteina G (Gether y Kobilka, 1998). La primera evidencia
indirecta que sugiere la participacion de proteinas G durante la RA fue obtenida por Florman y
Storey (1982). Estos autores utilizaron 3-quinuclidinil benzilato (QNB) para inhibir la reaccion
acrosomal. El QNB es un inhibidor de receptores muscarinicos los cuales modulan proteinas G del
tipo Gs, y Gi (Roux et al, 1998). En el espermatozoide de mamifero se han identificado
proteinas G del tipo Gi, Gq y Gz, (Kopf et al.,, 1986; Glassner et al., 1991; Walensky y Snyder.,
1995). La ZP3 estimula la actividad de Gil y Gi2 selectivamente tanto en espermatozoides
completos como en membrana plasmatica purificada (Ward et al., 1992; 1994). Dicho efecto es

sensible a la toxina Pertusis (PTX; inhibidor especifico de Gt ). Esto era de esperarse ya que
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Tabla 1. Evidencias de flujos ionicos durante la reaccion acrosomal del espermatozoide de mamifero.

ION | INDUCCION OBSERVACIONES SISTEMASDE | ESPECIES
- - TRANSPORTE
A-23187 Inhibicion de la RA por: DHPs, Canales de Ca®™ bovino’,
Ca™ Zp verapamil o cationes divalentes. (¢;tipoL o T?) carnero’’,
progesterona Induccion de RA con tapsigargina. Receptor de [P3 humano*”,
Canal de Ca* modulado por pHi | éCapacitativo*? raton !4,
hamster’,
H* A-231287 Incremento de Ca”’ ¢Intercambiador carnero’,
pH7.5-8.2 + sensible a PTX (proteina G). Na'- CI'- HCO,, bovino’,
Ca> (> 2mM) Flujos de Ca”' regulado por pHi. canal protonico? raton™”,
I
progesterona Subunidad o del R-GABA humano!,
Cr GABA localizada X inmunocito. R-GABA, raton'”,
Ghcina Inhibicion de la RA por picrotoxina R-Glicina. cerdo’.
o0 estricnina.
Na* ZpP Depolarizacion en Canal Catiénico humano'?,
progesterona Na' > 125 mM. (pobre selectividad) _J_____gi;t('lr_l_l__lj

* Capacitativo = canal de Ca™ operado por liberacion de Ca*" de pozas internas.

Referencias:

3 Florman et al., 1989. 4) Blackmore etal., 1991. 5) Florman et al., 1992.
8) Zengetal, 1996, 9) Amoult et al., 1996a. 160) Roldan et al., 1994,
14) Trevifo et al., 1998. 15) Santi et al., 1998.

1) Murphy y Yanaguimachi, 1984. 2) Babcock y Pfiffer. 1937.

6) Wistrom y Meizel, 1993. 7) Yangetal, 1994,
11) Melendrez y Meizel, 1996. 12) Foresta ct al., 1993,1995. 13) Liévano et al,, 1996,

16) Harvey Florman (comunicacién personal).
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anteriormente se habia demostrado que PTX inhibe también la RA y los flujos idonicos (de H' y de
Ca™) asociados a ella (Endo et al, 1987, Florman et al., 1989: Lee et al., 1992). Mediante
mediciones fluorométricas del pHi y de la [Ca™]i en célula tnica, Amoult et al. (1996a),
demostraron que la alcalinizacién citoplasmica es el paso sensible a la PTX. Se han caracterizado
flujos de Ca* sensibles al pH tanto en espermatozoides de erizo de mar (revisado en Darszon et
al., 1998) como en células espermatogénicas y espermatozoides testiculares de raton (Santi et al,
1998). Estos datos sugieren que el incremento de pHi antecede y activa (directa o indirectamente)
al menos parte del incremento en la [Ca”™]i, lo que a su vez explicaria por qué PTX inhibe ambos
flujos. No se sabe con certeza cual de los receptores mencionados anteriormente activa a Gi ni
cudl es su blanco. Es interesante destacar que la agregacion del R-Galtasa modula a Gi a la cual
estd asociado directamente (Gong et al, 1995), y que la sobreexpresion del R-Galtasa hace
hipersensibles a los espermatozoides a Ia induccidn de la RA con ZP3 (Youakim et al,, 1994). La
subunidad i de la proteina Gi modula la actividad de 1a AC, de la PLC y de canales ionicos en
otros sistemas (Wikman y Clapham, 1995). La AC del espermatozoide del erizo de mar es
insensible a proteinas G (Hildebrandt et al | 1985, Garbers et al., 1989) pero en el espermatozoide
de mamifero se desconoce st modulan a la AC o a canales 16nicos. En el raton, la generacion de
DAG durante la RA inducida por ZPs solubilizadas, es sensible a inhibicion por PTX (Murase y
Roldan, 1996). Esto sugiere que Gi modula directamente a una PLCy o que la activacion de
PLCy puede deberse al incremento de Ca® asociado al incremento de pHi, que seria el evento
regulado por Gi (Murase y Roldan, 1996).

Otro mecanismo por el cual se cree que se inicia la transduccion de sefiales durante la RA
¢s mediante la activacion de ZRK (una tirosin cinasa y uno de los receptores putativos a la ZP3)
(L.ayton y Saling 1989b; Burks et al., 1995; Murase y Roldan 1996). Se sabe que los receptores
tipo tirosin cinasa unidos a sus ligandos se agregan y autofosforilan para formar dimeros
funcionales que posteriormente fosforilan y regulan a otras proteinas (Heidin, 1996). ZRK se
dimeriza y autofosforila bajo efecto de la ZP3 (Leyton et al., 1995). Aunque recientemente se ha
puesto en duda la existencia de la ZRK suscitando un acalorado debate sobre si es una tirosin
cinasa (Burks et al., 1995; Naz et al., 1996, McLesky et al ., 1998) o si es una hexokinasa (Kalab
et al, 1994; Visconti et al., 1996; Travis et al, 1998), hay evidencias de que otros receptores

tipo tirosin cinasa pueden estar interveniendo en la RA del mamifero. Por ejemplo, en bovinos la
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activacion del receptor al FCE, dispara la RA (Lax et al,, 1994). Tanto la RA inducida con la ZP
como la inducida con FCE, son sensibles a inhibidores de cinasas de tirosina (lavendustina y
tirfostina A). La RA inducida con FCE es sensible también a inhibidores de PKC, sugiriendo que
esta molécula participa en la cascada que se activa con dicho receptor. Se sospecha que en la RA
las cinasas de tirosina membranales pueden estar activando a PLCy, el intercambio Na'/H", a
canales de Ca** y a cinasas de tirosina solubles (revisado en Breitbart y Spungin, 1996).

El potencial de membrana es un tercer mecanismo por el que se inicia la transduccion de
sefiales durante la RA. La regulacion de los flujos ionicos durante la RA es multifactorial y se ha
demostrado que varios de ellos estan asociados a cambios en el potencial de membrana. Los
espermatozoides capacitados tienen un potencial de reposo de alrededor de -60 mV (Zeng et al.,
1995) y la ZP solubilizada asi como la ZP3, activan una depolarizacién en el espermatozoide de
raton y de toro (Arnoult et al., 1996a). La via de permeabilidad responsable de la depolarizacion
es poco selectiva y se piensa que se debe a la apertura de un canal catiénico que, bajo las
condiciones ionicas presentes durante la induccion de la RA, dejaria pasar Na'. Se tienen varias
evidencias electrofisiologicas de la presencia de canales catidnicos en el espermatozoide. Labarca
et al. (1995), determinaron la presencia, en el espermatozoide de raton, de canales permeables a
cationes monovalentes con baja selectividad (PNa'/PK™ = 2.5). Estos estudios se hicieron
reconstituyendo canales idénicos en bicapas lipidicas a partir de vesiculas de membrana plasmatica.
Recientemente, se clondé el ¢cDNA que codifica un canal de K poco selectivo de células
espermatogénicas de raton (Schreiber et al, 1998). Este canal presenta una permeabilidad
relativa PK'/PNa’ de 5 por lo que su potencial de inversién es cercano a -30 mV. No se sabe si el
canal de K* que fue clonado de las células espermatogénicas es el mismo que el observado al
reconstituir canales ionicos en bicapas a partir de membrana espermatica. Sin embargo, es claro
que la activacion de un canal con estas caracteristicas durante la RA depolarizaria a la célula.
Ademas de estos canales catidnicos poco selectivos, se tienen evidencias electrofisiologicas y
farmacologicas de la presencia de canales de K* y de Ca® activados por voltaje en el
espermatozoide  (Babcock y Pfeiffer, 1987, Cox et al, 1991, Beltran et al, 1994;
Tiwari-Woodruf et al., 1995, Labarca et al, 1995, Chen et al, 1997) v en células
espermatogénicas (Liévano et al., 1996; Santi et al., 1996). El canal de K™ es sensible al TEA y la

depolarizacién inducida por alto K™ (y a pH alcalino), abre CCDV sensibles a las dihidropiridinas.
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(Florman et al, 1992). Tiwari-Woodrof et al., (1995), registraron un canal de Ca’ de 10 pS
reconstituido en bicapas planas a partir de membrana plasmatica de espermatozoide de cerdo.
Otra evidencia (aunque indirecta) de la presencia de estos canales proviene de estudios en células
espermatogénicas. Ademas de CCDV sensibles a dihidropiridinas, la membrana plasmatica del
espermatozoide de raton presenta también canales de Ca™ de alta conductancia sensibles al Ni*" y
al Co™ (Beltran et al., 1994) y que probablemente también sea permeable al Mn™ (Florman 1994).
El erizo de mar presenta tanto canales sensibles a DHPs y a cationes divalentes con caracteristicas
similares a las descritas para el espermatozoide de mamifero (revisado en Darszon et al., 1998).
Previamente, en experimentos de medicion de la [Ca®]i por medios fluorescentes,
Guerrero y Darszon (1989), determinaron la relacion temporal de la apertura de estos 2 tipos de
canales de Ca™ en el espermatozoide del erizo de mar. Concluyeron que durante la RA en esa
especie, primero se abre el canal sensitle a dihidropiridinas y posteriromente e} canal sensible a
bloqueo por cationes divalentes y puimeable a Mn™. Ademas, el segundo canal requiere para su
apertura, que se halla abierto el primero y de la alcalinizacion del pHi. Un mecanismo similar
puede estar operando en el espermatozoide de mamifero (Florman, 1994). Recientemente se
reporto la presencia de un canal de Ca’ regulado por pHi en células espermatogénicas de raton
que comparte caracteristicas con canales de Ca®" capacitativos (Santi et al.,, 1998). Se especula
sobre la posible participacion de dicho canal durante la RA en la cual estaria regulado tanto por
los incrementos en Ca”" intracelular como en pHi, permitiendo un aumento sostenido en la [Ca™]i.
Durante la RA se elevan los niveles de AMPc y el metabolismo de los fosfolipidos. En
ambos casos se activan cinasas desencadenandose la fosforilacion de varias proteinas (Thomas y
Meizel., 1989, Kopfy Gerton, 1990, Roldan et al., 1994; O'toole et al., 1996b). Los inhibidores
conocidos para cualquiera de las cinasas inhiben parcialmente la RA, pero su efecto es mas
potente cuando se utilizan combinados (Baldi et al., 1996). En el toro, los cambios en Ca®™

intracelular son sensibles a inhibidores de PKC en el espermatozoide completo (Lax et al., 1994),

y PKA o PKC modulan los flujos de Ca™ en vesiculas de membrana plasmatica o en acrosomas

purificados (Spungin y Breitbart, 1995). Esto indica que al menos parte del efecto de los
inhibidores se debe a que afectan el incremento de la [Ca”™]i. En su proceso de activacion, PKC
pasa de una localizacion citoplasmica a una adyacente a la membrana plasmatica, anclandose al

diacilglicerol. La RA inducida con ZP o con activadores de PKC (ésteres de forbol, diacilglicerol)
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provocan la translocacion de PKC a la membrana plasmatica (Lee et al., 1987, Endo et al., 1991)
de manera dependiente de Ca® (Lax et al., 1997), sugiriendo una retroalimentacion positiva y
sinérgica entre PKC y el Ca” intracelular. Algunos autores han reportado que el uso de
activadores tanto de PKC como de otras cinasas, inducen la RA en ausencia de Ca® externo,
especialmente cuando se combinan (Rotem et al., 1992; Mendoza et al., 1995; Doherty et al.,
1995). Esto era inesperado ya que clasicamente se habia considerado al Ca® externo como
indispensable para la RA. Una posible explicacion es que los influjos de Ca™ sean importantes en
la modulacion de cinasas en etapas iniciales e intermedias de la RA inducida con la ZP3, pero no
en las etapas mas avanzadas. De esta manera, la induccion artificial de la RA con activadores de
cinasas eliminarian los requerimientos iniciales de Ca>" extracelular. Estos datos también sugieren
que el Ca”™ no participa en los eventos finales de la RA, o, mas probablemente, que el Ca™
necesario hacia el final de la RA es suministrado por pozas internas.

Se considera que el Ca®™ es importante para la fusidn de membranas y por tanto, en los
eventos exocitoticos como la RA. Actualmente se tienen varias evidencias del posible papel del
acrosoma como poza interna de Ca™ y de su participacion en la liberacion del divalente durante la
RA. La tapsigargina, inhibidor de ATPasa de Ca™ de reticulo endoplasmatico (Thastrup et al.,
1990 ), eleva los niveles de la [Ca™]i y dispara la RA en el espermatozoide de humano y de raton
(Meizel y Turner, 1993; Walensky y Snyder, 1995). Es interesante destacar que la respuesta a la
tapsigargina es dependiente del Ca®™ externo, lo que sugiere que ambas vias estan
intercomunicadas. El R-IP3 ha sido inmunoclocalizado en la membrana del acrosoma y se piensa
que el Ca™ podria ser liberado via el R-IP3 de este organelo (Walensky y Snyder, 1995). Ademas,
la tapsigargina y el IP3 (pero no la cafeina), inhiben la acumulacion de Ca* tanto en
espermatozoides permeabilizados (Walensky y Snyder, 1995), como en acrosomas aislados
(Breitbart y Spungin, 1996). La liberacion de Ca* por IP3 se inhibe por H89, inhibidor de PKA,
sugiriendo que el R-IP3 es regulado por dicha cinasa. Se sabe que el receptor a IP3 es sensible al
pHi y que la liberacion de Ca* por este receptor es favorecida a pH alcalino (Berridge, 1993). En
un sistema subcelular, consistente en vesiculas de membrana plasmatica y acrosomas purificados,
se determind que, tanto la modulacién de filamentos de actina como la fusion de membranas,
requieren de pHi alcalino y altas concentraciones de Ca®" intracelular (Spungin et al., 1995,

Spungin y Breitbart, 1995). Estos resultados, junto con los obtenidos con los activadores de
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cinasas, sugieren que el Ca™ puede ser liberado de pozas internas participando en la fusion de
membranas durante la RA.

En resumen, durante la RA inducida con ZP3 se activan 3 vias de transduccién de sefiales
que influyen sobre flujos iénicos: proteinas Gi, el ZRK y cambios en el potencial de membrana .
Las proteinas Gi activan un eflujo de H'. La alcalinizacién resultante puede modular a canales
ionicos de Ca”™ (incluido el R-IP3) o canales catiénicos monovalentes de baja selectividad. El
ZRK activa a cinasas de CTSs y a PKA (via incrementos de AMPc). El canal de IP3 se modula
positivamente por PKA y el canal de Ca” tipo T en células espermatogénicas se modula
negativamente por CTSs. Tal vez ZRK activa a PLCy con la consecuente liberacion de IP3 y
DAG. IP3 activa a su receptor en el acrosoma y el DAG junto con Ca™ activan a PKC. PKC
fosforila a una via permeable a Ca® en membrana plasmatica. Por otro lado, la ZP3 induce una
depolarizacion al abrir un canal catidonico poco selectivo. Esta depolarizacion podria activar a
canales de Ca”™ de dos tipos, uno selectivo y sensible a DHPs y a Ni*" y el otro permeable a Mn™
y sensible a Co™ y Cd™. Puntualizando, los flujos ibnicos en la RA parecen activarse por la ZP3 y

por depolarizacion, ademas de ser modulados por pH alcalino y por fosforilacion (figura 4).

RA inducida por progesterona o por GABA. Anteriormente mencionamos que ademas
de la ZP3, otros compuestos pueden inducir la RA. En afios recientes se han estudiado
ampliamente los mecanismos de induccion de la RA por la progesterona y por el GABA . Turner
y Meizel (1989) observaron que un factor presente en el liquido folicular induce la RA y los
incrementos de la [Ca™}i asociados a ella. Posteriormente se demostré que dicho factor es la
progesterona (Blackmore et al, 1990). En analogia con la RA inducida por la ZP3, Ia
progesterona induce una depolarizacién e incrementos en pHi y en la [Ca*']i. Los incrementos de
la [Ca®Ji son bifasicos y presentan una fase ripida de aumento y una fase de meseta la cual es
sensible a inhibidores de cinasas de tirosina (Bonaccorsi et al., 1995). Existen evidencias a favor
(O'toole et al., 1996a, b) y en contra (Foresta y Rossato, 1997) de que al menos parte del
incremento de Ca” intracelular se debe a la apertura de canales sensibles a DHPs. La
progesterona induce una depolarizacion que podria estar activando CCDVs. Se proponen dos vias
de permeabilidad para la depolarizacion. Una de ellas presenta caracteristicas de un canal

catidnico poco selectivo a través del cual permea el Na* (Foresta et al., 1993, 1995). Se silgiere
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Figura 4. Transduccién de seiiales durante la RA. La figura destaca los posibles receptores tanto a la ZP3 (1) como al GABA vy la progesterona
(1", la modulacion de un tranportador de H' (con el consecuente cambio en pHi) via proteinas Gi sensibles a PTX (2,3), asi como la modulacion de
canales i6nicos tanto de membrana plasmatica como de acrosoma por pHi (2",3"), por potencial de membrana (3',4), por ligando (4',5) vy por
segundos mensajeros o fosforilacion (4,5,6) (Tomado de Darszon et al., 1998). Las flechas de linea sélida indican la direccion de los flujos idnicos o
los mecanismos propuestos de regulacion directa de los canales i0nicos.
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también que la depolarizacién puede deberse al eflujo de Cl via el R-GABA, (Turner y Meizel,,
1995; Sabeur et al., 1996). ;Cémo es que la progesterona activa a este receptor? Se sabe que la
actividad del R-GABA, neuronal es potenciada por metabolitos de la progesterona y que tiene
sitios de union a este ligando (Majewska, 1990; Wehling 1997). La RA inducida con progesterona
se inhibe con antagonistas del R-GABA,. Esto sugiere que, a diferencia del R-GABA, neuronal,
el receptor en el espermatozoide puede ser activado por la progesterona ain en ausencia del
GABA mismo. Ademas de los eflujos predecibles de CI', el GABA también induce incrementos en
la [Ca”]i y pH y por supuesto la RA. El R-GABA, neuronal tiene varios sitios consenso para
fosforilacion (Mcdonald y Olsen, 1994). Durante la RA inducida por progesterona se fosforilan
proteinas (Tesarik et al., 1993b), posiblemente una de ellas corresponda a la subunidad o de 50
kDa def R-GABA, localizada hacia la region ecuatorial de la cabeza del espermatozoide (Wistrom
y Meizel, 1993). Por otro lado, existen diferencias durante la RA inducida con ZP y con
progesterona o con GABA. Entre las principales diferencias estd que los incrementos del pHi, de
la [Ca*]i y de DAG provocados por progesterona y GABA son insensibles a la inhibicién por
PTX (Tesarik et al,, 1993; Murase y Roldan 1996). Esto indica cjue, al menos parte de los

mecanismos de induccién son diferentes (figura 4).

1.3 Transporte Iénico.

El transporte a través de las membranas biologicas tiene implicaciones muy importantes
para la vida y participa en un sin nimero de eventos desde los clasicamente estudiados en la
electrofisiologia (potencial de accion) asi como en transporte facilitado de diferentes metabolitos
(glucosa, aminoacidos), en regulacion osmotica y volumen celular, etc. En relacion a los
transportadores ionicos de membrana, estos son necesarios ya que la region lipidica de las
membranas conforma una barrera energética muy alta al flujo de iones (Latorre y Alvarez, 1996).
La resistencia al flujo idnico en una bicapa lipidica sintética esta alrededor de 10° ohms cm? (10°*
veces mayor que la resistencia en las membranas biologicas). Como resultado de esto la capacidad
del flujo de iones a través de esta region hidrofébica es tan pequefia que, de no estar presentes los
transportadores ionicos, seria imposible tanto el establecimiento del potencial de reposo de las
células, como llevar a cabo eventos como la conduccidn eléctrica neuronal, la contraccion

muscular y, como se mencioné anteriormente, la RA. Existen diferentes tipos de transportadores
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ionicos que se pueden clasificar en cuanto a la selectividad, el nimero de recambio y los

requenimientos energéticos. En los extremos tenemos , por un lado, a aquellos que transportan
iones en contra de un gradiente electroquimico con gasto de energia, de poca capacidad (10’
iones/s) y que ademés son sumamente selectivos (ATPasas), y, por otro lado, a los canales
i6nicos, que son menos selectivos, de gran capacidad de transporte (10 ** iones/s) y que conducen
los iones pasivamente (sin gasto energético) de acuerdo a su gradiente electroquimico (Miller,
1986). En esta seccidn se da un esbozo general de qué son, como se regulan y que caracteristicas
funcionales se estudian de los canales ionicos, enfatizando en caracteristicas de canales de Ca™
tipo-T y en el RI-GABAA que, como se menciond anteriormente, posiblemente intervienen en la

RA.

1.3.1 Los canales iénicos.

La biologia molecular de los canales idnicos y la modelacion teorica basada en estudios
ultraestructurales de microscopia electronica y, muy recientemente, estudios de difraccion de
rayos-X de la primera cristalizacién exitosa de un canal iénico, han permitido confirmar una serie
de predicciones de la estructura de estas moléculas hechas previamente con base en estudios
electrofisiélogicos, farmacologicos y bioquimicos (Hille, 1992, Unwin, 1993,1995; Aidley y
Stanfield, 1996; Doyle et al., 1998). Los canales ionicos, al igual que otros transportadores, son
proteinas integrales de membrana. Una caracteristica distintiva (aunque al parecer no exclusiva
(Kuprinski et al., 1989; Schultz et al., 1992)) del canal idnico es que forma un poro acuoso por el
cual los iones pueden difundir de uno a otro lado de las membranas celulares. Con frecuencia se
menciona que este poro es hidrofilico (Miller, 1986), cuando en realidad parece ser que al menos
parte de la region del poro es hidrofobica (Doyle, 1998). De hecho, la mayor parte de la secuencia
de la region P (poro putativo en canales dependientes de voltaje) corresponde a aminoacidos
hidrofébicos (Guy y Seetharamulu, 1986, Stithmer y Latorre, 1996). Las predicciones basadas en
la secuencia primaria indican que varias de las regiones de los canales idnicos son esencialmente
regiones hidrofobicas (~ 20 aminoacidos) de una longitud tal que permitirian su incrustacion en la
membrana atravesandola por completo. Esto se ha podido confirmar con péptidos sintéticos de 23
aminoacidos, homdlogos a la region M2 del receptor nicotinico de acetilcolina (R-nAch), que al

oligomerizarse forman poros con caracteristicas esperadas para el canal nativo (Montal et al ,
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1990, Oblatt-Montal et al., 1993). Las predicciones de estructura secundaria de estas regiones
hidrofobicas muestran una clara tendencia a formar a-hélices. Se piensa que ademas de las
a-hélices, la parte transmembranal de la proteina puede estar constituida por estructuras
B-plegadas también hidrofobicas, al menos en el R-nAch (Unwin,1993). La secuencia primaria
sugiere también la presencia de zonas hidrofilicas que muy probablemente estén localizadas hacia
el lado citoplasmico o hacia el lado extracitoplasmico de la membrana, semisuspendidas en
soluciones acuosas. En las figuras 5, 6 y 7, se muestran modelos de canales iénicos. Ademas de
las estructuras arriba mencionadas, en estas figuras se destacan también la presencia de un filtro
de selectividad, region sensora del voltaje, compuertas de apertura-cierre y de inactivacion,
regiones extramembranales y, finalmente que los canales idnicos estan constituidos por
oligémeros (hetero u homooligéomeros) y, proteinas asociadas que participan en la regulacion del
canal.

Funcionalmente hablando, los canales ionicos se distinguen unos de otros por diferencias
en su selectividad idnica, permeabilidad, conductancia, cinética y regulacion. La clasificacion de
los canales ionicos de acuerdo a su selectividad, considera cual es el principal ion que, en
condiciones fisiologicas, permea el canal. De esta manera los canales se conocen como canales de
Ca*™, Na” K” o CI'y, cuando son pobremente selectivos, se les nombra como canales cationicos o
anidnicos. El filtro de selectividad es generalmente la porcion mas angosta del canal y que por
tamaiio y fuerzas electrostaticas seleccionan al ién a permear (figura 5).

En términos generales los canales pueden activarse por compuestos quimicos o por factores
fisicos. Los canales también pueden clasificarse de acuerdo a la manera como se activan en:
canales activados por ligando, canales activados por nucleétidos ciclicos, canales activados por
voltaje, y canales activados por estrés mecanico u osmético. Los estudios farmacologicos de la
RA y de inmunocitoquimica del espermatozoide sitian a canales de CI' activados por ligando
(R-GABA,) y a canales de Ca* activados por voltaje (posiblemente canales de Ca® tipo T),
como candidatos importantes a participar en los flujos iénicos que se desencadenan durante ia
RA. Es muy poco lo que se sabe de estos canales en el espermatozoide por lo que a continuacion

se da una descripcion de canales homélogos a estos caracterizados en otros sistemas celulares.
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L3.2 Receptor de GABA tipo A (R-GABA,).

Actualmente, los R-GABA se clasifican en tres grupos: El R-GABA,, El R-GABA, y el
R-GABA_ (Macdonald y Olsen, 1994; Matt y Lewis, 1994; Djamgoz, 1995; Rabow et al., 1995).
El R-GABA, y el R-GABA, estan ampliamente distribuidos en las sinapsis del SNC, siendo mis
abundante el R-GABA, (~ 70%). El R-GABA_ se localiza preferencialmente en retina. El
R-GABA, y el R-GABA_. (receptores ionotrdpicos) son canales de C!” que junto con el R-glicina,
el R-glutamato y el R-nAch, pertenecen a la familia de canales ionicos activados por ligando.
Estos receptores responden rapidamente al estimulo inducido por el GABA abriendo una
permeabilidad al Cl. El R-GABA, es un receptor metabotropico con 7 segmentos
transmembranales y acoplado a proteinas G que a su vez activan a canales de K™ o a canales de
Ca®™, 0 a ambos. La respuesta al agonista en los receptores metabotrépicos es mas lenta, variada
y duradera. Ademas de la activacion de canales, las proteinas G estimuladas por el receptor
metabotropico pueden desencadenar cascadas de fosforilacion y la expresion genética de diversas
proteinas. El agonista fisiologico de los R-GABA es un aminoacido apolar, el acido
y-aminobutirico (GABA). La enzima responsable de la sintesis de GABA es la glutamato
descarboxilasa (GAD). GAD cataliza la reaccion de descarboxilacion del carboxilo o del acido
glutdmico, dando como resultado la producciéon de GABA y CO,. El GABA es el principal

neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central (SNC) (Dunn et al., 1994; Macdonald y

Wt 'g-'q ?l‘-".‘.
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Figura 5. Esquema de un canal iénico. La figura muestra la topografia de un canal idnico en la
membrana, las compuertas de activacion e inactivacion y el poro y filtro de selectividad.
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Olsen, 1994, Djamgoz, 1995; Rabow et al., 1995). Practicamente todas las neuronas son sensibles
al GABA. En general los flujos i6nicos inducidos por GABA resultan en una hiperpolarizacion de
la membrana plasmatica y por consecuencia en inhibicion neuronal. En contraste con la neuronas
del adulto, las neuronas del embrién responden con una depolarizacién debido a que el potencial
de equilibrio para el Cl' es mas positivo que su potencial de reposo (Matt v Lewis,, 1994,
Obrietan y van de Pol, 1995, 1996). En el SNC la disminucion en la respuesta al GABA puede
desencadenar estados de hiperexitablidad que culminan en convulsiones como la epilepsia. Los
farmacos que aumentan la actividad de este tipo de receptores se utilizan como anticonvulsivos,
ansioliticos, somniferos o como relajantes musculares. La sensibilidad a los farmacos es diferente
entre los tres Rs-GABA. El R-GABA, se activa con muscimol e inhibe con bicuculina y
picrotoxina. El R-GABA es poco sensible al muscimol, insensible a los inhibidores del R-GABA,
y se activa con baclofenol. Finalmente el R-GABA,. también se bloquea con picrotoxina como el

R-GABA,, pero es insensible a la bicuculina y al baclofenol (Djamgoz , 1995).

Caracteristicas de las corrientes idnicas a través del R-GABA,, su modulacion y
regulacion. Las corrientes unitarias a través del R-GABA, varian segun las células en las que se
estudian y las subunidades de las que esta compuesto (ver abajo). En términos generales podemos
decir que presentan varios subniveles de conductancia con promedios cercanos a 10, 19, 33 y 44
pS. Su selectividad i6nica es SCN>I>Br>ClI>>>F (Boorman et al., 1987, Macdonald y Olsen,
1994; Rabow ef al., 1995). Hay una amplia variedad de compuestos que actiian como agonistas o
antagonistas del R-GABA,. Entre los agonistas naturales tenemos al GABA y a un agente
alucinogeno el muscimol que estructuralmente es analogo al GABA y se obtiene del hongo
Amanita muscaria. Entre los agonistas sintéticos esta la isoguvicina. En la mayoria de las
ocasiones las cornentes inducidas por GABA, en un tipo celular en particular, presentan un
coeficiente de Hill superior a 1.8, indicando que probalemente se requieran de 2 moléculas de
GABA para abrir al receptor, aunque hay casos en los que un solo GABA parece ser suficiente
para activarlo (Rabow et al., 1995). Ademas de abrir el canal, el GABA incrementa el tiempo
promedio abierto en forma dependiente de la concentracién. Otros farmacos modulan el efecto de
GABA, entre ellos estan las benzodiacepinas, los barbitiricos y los esteroides. Segtn la isoforma,

la modulacion puede ser positiva o negativa. La aplicacion de GABA en presencia de algunas

28



isoformas especificas de estos compuestos induce corrientes mayores a la observada cuando el
GABA se aplica solo, es decir, potencian el efecto del GABA (Macdonald y Olsen, 1994; Rabow
et al., 1995). En términos generales las benzodiacepinas aumentan la probabilidad de apertura del
canal sin afectar la conductancia unitaria, el tiempo promedio abierto o la respuesta maxima. En
contraste, los barbitiricos aumentan el tiempo promedio abierto y la respuesta maxima sin
modificar la conductancia o la frecuencia de las aperturas. Ademas, los barbituricos por si solos
pueden activar al canal en ausencia de GABA. Algo analogo puede estar sucediendo en el
espermatozoide durante la RA inducida con progesterona (Wistrom y Meizel, 1993). Entre los
antagonistas del R-GABA, estan la picrotoxina (un agente que se une al sitio del poro ocluyendo
al canal) y la bicuculina (agente que se cree actua como inhibidor competitivo). Ambos
compuestos inhiben la RA en mamiferos (Wistrom y Meizel, 1993; Shi y Roldan, 1995). También
existen evidencias de que el acido niflimico (AN) actia como modulador del R-GABA,
(Woodward er al., 1994) y que su sitio de unidon puede estar en el poro (Evoniuk y Scolnik,
1988).

El R-GABA, se regula por fosforilacion con la intervencion de segundos mensajeros entre
los que posiblemente estd el Ca™ (Gyenes et al,, 1994; Leidenheimer y Chapell, 1997, Aguayo et
al., 1998). La cadena citoplasmica de union entre los segmentos transmembranales S3 y S4 tiene
sitios consenso de fosforilacion tanto para PKA, como para PKC y PKT La subunidad P parece
ser el principal sustrato para PKA. La fosforilacion por PKA en neuronas espinales reduce la
probabilidad de apertura. En contraste, la estimulacion de PKA por 8-Br AMPc incrementa las
corrientes inducidas del R-GABA, expresado a partir de las subunidades al Bl y2 en células
L929. PKC fosforila tanto a subunidades B1 como y2 y moléculas activadoras de PKC (ésteres de
forbol) inhiben corrientes del R-GABA, tanto en rebanadas de cerebro como en ovocitos de
Xenopus (revisado en Macdonald y Olsen, 1994)..

Modelo estructura! del R-GABA, El R-GABA, es un heteropentimero que esta
formado por cinco diferentes clases de subunidades, denominadas a, B, v, 8 y p y cada una de
estas subunidades contribuye a la formacion de la pared del canal o poro (Figura 6). Las
subunidades a, B, ¥ y & se han identificado en el cerebro y la p solamente en retina (Macdonald y
Olsen, 1994). Cada una de las familias de subunidades tiene maltiples subtipos (6-ct, 4-B, 4-v,8 y
2-p). La combipaci(m de estas cinco subunidades que parece ser la mas ampliamente distribuida
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en el cerebro de vertebrados son al ax B2 By y2. Aunque también es posible que existan otras
combinaciones tales como: alf2y2, a2B3yx, a5plyx, alad4f28 y alab6B28, o que de la
combinacidn que se haya mas ampliamente distribuida en vertebrados, la subunidad v, podria

reemplazarse por la subunidad y,, ¥,, 8, p, 0 p, Existe ademas la posibilidad de que algunos
receptores estén formados solamente de la subunidades o, B (Macdonald y Olsen, 1994; Rabow et
al; 1995). Cada subunidad posee cuatro dominios transmembranales enumerados (M1-M4) vy,
como ya mencionamos, entre los dominios M3 y M4 hay un gran dominic intracelular que
contiene un consenso de secuencias para la fosforilacion de varias cinasas (Macdonald y Olsen,
1994). Se ha postulado que el segundo dominio transmembranal {M2) de cada una de las
subunidades forma el canal (Figura 8). En el dominio dos, se localizan residuos de serinas y
treoninas que podrian facilitar el movimiento de iones a través del canal, como se ha propuesto
para el canal nicotinico de acetilcolina (Rabow er af, 1995). La contribucion de varias
subunidades en los sitios alostéricos no se entiende bien todavia, aunque se han establecido varias
correlaciones funcionales. Por ejemplo, se sabe que el sitio de union tanto para el GABA como
para las benzodiacepinas esta en las subunidades o y la modulacion y la sensibilidad a las

benzodiacepinas depende de la presencia de subunidades J y y2, respectivamente.

Figura 6. Madelo estructural del R-GABA,. El R-GABA, se¢ forma con cinco subunidades que
pueden ser del tipo «, B, 8, o v (izquicrda). El dominio transmembranal M2 es el formador del poro

(derecha).
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L1.3.3 Canal de Ca* tipo T.

Los canales de Ca™ tipo T pertenecen a una familia de canales de Ca™ dependientes de
voltaje (CCDV) (Aidley y Stanfield, 1996, Tabares y Lopez-Barneo, 1996). Se sabe que mds de
un tipo de canal puede estar presente en la misma célula y que cada uno de ellos puede tener
funciones relativamente especificas y diferenciables (Matteson et al., 1986; Narahashi et al,
1987; Liévano et al., 1994). Los estudios electrofisioldgicos de corrientes de Ca™ dependientes
de voltaje en varios tipos celulares, mostraron grupos de corrientes idnicas (tanto a nivel de canal
unitario como a‘nive] de célula completa) que presentan diferencias en su dependencia al voltaje,
caracteristicas cinéticas, selectividad iénica, conductancia unitaria y senstbilidad a bloqueadores.
Estas corrientes se clasificaron en corrientes L, P/Q, N, y R-T. En relacién a la voltaje
dependencia de activacion, los CCDV se han clasificado en aquellos que se activan en un umbral
bajo (voltajes relativamente hiperpolarizados -40 a -80 mV) y corresponden a las corrientes de
tipo T y aquellos que se activan a voltajes mas depolarizados (de alto umbral, > -20 mV) y que
corresponden a los demas tipos de corrientes. Las células espermatogénicas de rata (Hagiwara y
Kawa, 1984) y ratéon (Liévano et al, 1996, Arnoult et al., 1996a; Santi et al, 1996) sélo
presentan corrientes de Ca™ del tipo de bajo umbral de activacion cuya farmacologia indica que
posiblemente participan en la fisiologia del espermatozoide. Otras caracteristicas importantes de
los canales tipo T que también los distinguen de otros CCDV son: una inactivacion rapida que
requiere de voltajes hiperpolarizantes mas negativos de -80 mV para su remocion, tienen
deactivacion mas lenta 2-5 ms vs 0.13 ms para los de alto umbral), la corriente unitaria de estos
canales es la menor (~ 8 pS) y su secuencia de permeabilidad es Sr**>Ca*>Ba® (Bourinet et al,
1996, Ignacio Gonzalez, comunicacion personal), mientras que los CCVD de alto umbral son mas
permeables al Ba®, que al Ca®™ (Huguenard., 1996) .

Estructuralmente hablando, los CCDVs son glicoproteinas heterooligoméricas. Se
componen por la subunidad al, que constituye el poro, en asociacién con subunidades
regulatorias «2-6, B vy, algunos de ellos, la subunidad y (figura 7). Se conocen 10 genes que
codifican para la subunidad al (¢1A-1y c1S). La expresion especifica de las diferentes variantes
de al sugiere (aunque no en forma inequivoca) que las corrientes clasificadas
electrofisiologicamente corresponden a una identidad especifica de a«l. Las corrientes L
corresponden a canales formados por las subunidades alS, «1lC y alD, las P/Q a canales
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formados por la subunidad ot1A, las N a la subunidad 1B y los R/T a la o1E y a1 G-I (Tsien et
al., 1995, Cribbs et al., 1998; Pérez-Reyes et al., 1998a,b) (Tabla 2).

Los canales dependientes de voltaje, poseen seis segmentos transmembranales (S, a S;)
con uﬁ segmento (S,) que es el sensor de voltaje, cargado positivamente (Stiihmer y Latorre,
1996). El filtro de selectividad de los CCDVs esta formado por un anillo de giutamatos en la
region del poro. La identidad estructural de la compuerta de inactivacion rapida dependiente de
voltaje en los CCDVs se localiza dentro del segmento transmembranal S6 junto con las regiones
extracelular y citoplasmica adyacentes al mismo (Zhang et al, 1994). La region carboxiterminal
posterior al aminoacido 1673 la modula (Klockner et al., 1995; Parent et al., 1995). Esta
compuerta de inactivacion difiere de la de canales de K y de Na*. En estos canales {a compuerta
de inactivacion rapida esta constituida por la porcion N-terminal (en los de K') o por la horquilla
entre los segmentos transmembranales 3 y 4 (en los canales de Na"), que ocluyen el poro por el
lado citoplasmico en forma dependie~te del voltaje. Ademas, los CCDVs (excepto el codificado
por alE) presentan inactivacion dependiente de Ca™, que corresponde a secuencias consenso
localizados entre las posiciones 1572 y 1652 en la subunidad o1C (Zithlke y Reuter, 1998,
Soldatov et al | 1998).

La coexpresion de las diferentes subumidades ol con las subunidades accesorias
(principalmente las ) modifica las caracteristicas cinéticas y de voltaje dependencia de las
corrientes, lo que ha creado controversias en la correlacion gene-cornente ionica, en especial en
las corrientes del tipo T (Williams et al., 1994, Meir y Dolphin, 1998). Por ejemplo, la expresion
de la subunidad o.1E en combinacion con diferentes subunidades accesorias ha resultado en la
expresion de corrientes que se asemejan a las de tipo T, en unos sistemas (Soong et al., 1993;
Bourinet et al, 1996, Stephens, et al, 1997), o corrientes cuya dependencia del voltaje,
selectividad y susceptibilidad a bloqueadores los identificarian como canales de alto umbral
(Williams et al., 1994; Yassin et al., 1996). En este mismo sentido, Piedras-Renteria et al. (1997)
y Piedras-Renteria y Tsien (1998), determinaron la identidad genética de las corrientes T en
miocitos cardiacos y en neuronas cerebelares, respectivamente. En ambos casos las corrientes se
abolieron empleando oligonucledtidos disefiados contra regiones especificas de 1E . Por otro
lado, recientemente se clonaron los genes a1G, alH y all, que expresados heterélogamente dan
por resultado corrientes T tipicas (Pérez-Reyes et al,, 1998a,b; y Cribbs et al., 1998). Estos
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Tabla 2. Propiedades estiucturales, biofisicas y farmacolégicas de los CCDVs,

CanalL, jCanallL, Canal L, Canal N Canal P/Q {Canal R/T? Canal T Canal T
Subunidad |[S' C! D' B' Al E** G’ Hel*"
Ky
Umbralde |Alto Alto’ Alto' Alto’ Alto’ Alto’ Bajo Bajo
Activacion  {(Alrededor de (Alrededor de (Alrededor de
-30 mv)’ - 60 mV)’ - 60 mv)"°
jinactivaciéon |Lenta Lenta Lenta Menos lenta [Muy lenta |Rapida Rapida Rapida
(no completa |(no completa en |(no completaen [(completa en {completa en |(completa en (t=56msa-30 j(+=20msa
en menos de  |menos de menos de 300-500 {menos de alrededor de Jalrededor de 19-28 |mV)? -30 mvy'"®
300-500 ms)' {300-500 ms)  |ms)’ 300-500 ms)'  |19-28 ms)'  |ms)®
{Deactivacion |Rapida’ Répida' Rapida' Rapida' Rapida' |Lenta® Lenta Lenta
(2.5 ms a -80 mV)? }(alrededor de
6.5 ms a-80
mv)l()
iBloqueo DHP! DHP' DHP' w-Conotoxinajwm-Agatoxi |Resistente a Mibefradil Mibefradil
(fraccion na DHP. »-Cono y [(Ro 40-5967) [Ro 40-5967)
GVIA) (fraccion  |w-Aga' €14 1M
IVA)
Localizacion {Muisculo  §Musculo Tejido SNCy Cerebro  |Cerebro,corazén |Cerebro,corazon®|Rifidn,
esquelético |cardiaco neuroendocrino |periférico y células y células esper- |higado,
y liso espermatogénica |matogénicas''. | . razén y
5" cerebro'
Referencias:

1) Latorre, et al., 1996,
6) Liévano, A etal., 1996. 7) Ellinor et af., 1993.

11) Espinosa et al., 1999,

2) Pérez-Reyes er al, 1998a.

3) Clozel, JP er af., 1997.
8) Zhang. et al., 1993.
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5) Bourinet, E. et af, 1996.
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autores concluyen que at1G-] codifican para corrientes T y sefialan como diferencias importantes
con respecto a otros al, la carencia de sitios consenso de glicosilacion asi como de sitios de
asociacion con las subunidades . Sin embargo, Meir y Dolphin (1998), expresaron diferentes
subunidades a1 (B, C y E) en células que carecen de genes para CCDVs resultando, en todos los
casos, en la expresion de corrientes de conductancia, dependencia del voltaje y cinética, similares
a las esperadas para canales del tipo T. Ademas, en ese mismo trabajo, con los tres genes se
observd también otro grupo de transiciones con propiedades biofisicas que las clasificarian dentro
de los CCDVs de alto umbral Estas transiciones de mayor conductancia aparecieron
principalmente cuando coexpresaron las al con subunidades accesorias. En conclusion, la

identidad genética de las corrientes de CCDVs requiere de mayor investigacion, particularmente
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Figura 7. Modelo Estructural de los CCDVs, Estos canales s¢ forman por Ja subunidad a1 (la que

contiene ¢l poro), la subunidas a23, la subunidad B y en algunos casos, la subunidad y. Cada una de las
subunidades presenta diversas isoformas.
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en relacion a las corrientes T. Posiblemente las corrientes T se expresen en situaciones en las que
carecen de la influencia de las subununidades B o de alguna otra subunidad accesoria (como seria
¢l caso para los o1 G-I por no tener el sitio consenso de union a la subunidad P o, para las demas

al, en aquellos sistemas heterdlogos de expresion que en forma natural no expresan CCDVs).

L4 Antecedentes Inmediatos (recapitulacién).

Como se menciono anteriormente durante la capacitacion y en la RA ocurren flujos de
Ca” (Florman et al., 1989, 1992; Baldi et al., 1996) y se ha sospechado de la participacion de un
canal de CI" a través de un receptor analogo al R-GABA, durante la RA del humano y el raton
(Wistrom y Meizel, 1993; Roldan er al, 1994; Shi y Roldan, 1995). Las investigaciones que
realizamos estuvieron encaminadas a estudiar la modulacion del potencial de membrana, de
canales de CI' (especialmente el R-GABA,) y de la RA, por GABA vy por bloqueadores de este
tipo de canales. También se llevaron a cabo estudios sobre la modulacion por albimina sérica
sobre canales de Ca™ tipo T de células espermatogénicas que se cree también estdn presentes en el

espermatozoide participando en procesos como la capacitacion o la RA.

1.4.1 Canal de GABA tipo A y la RA.

Estudios electrofisiologicos indican que la progesterona potencia el efecto de GABA
sobre el R-GABA, en neuronas (Harrison et al; 1987, Wu et al; 1990) y que los barbituricos lo
pueden activar en ausencia de GABA. En estudios recientes, al utilizar agonistas de R-GABA,
tales como el muscimol y GABA, se observo que los espermatozoides llevan a cabo la RA, y al
usar GABA vy progesterona la RA se incrementa mas que al usarlos por separado. La bicuculina y
la picrotoxina (antagonistas del R-GABA,) inhiben la RA inducida con progesterona o con
GABA en espermatozoides tanto de raton como de humano (Wistrom y Meizel, 1993; Shi y
Roldan, 1995}). Recientemente se ha reportado la participacion del receptor 2 glicina (R-Gli) en la
RA inducida con ZP en el espermatozoide de cerdo y humano. Basandose en el efecto de
inhibidores especificos sobre la RA inducida con diferentes ligandos, en ese trabajo se sugiere que

la iniciacién de la RA por ZP y progesterona requieren de CI' pero que participan diferentes
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receptores de canales de CI, el R-Gli o el R-GABA,, respectivamente (Meléndrez y Meizel,
1996).

L4.1.1 Fenamatos, sus efectos en el canal de GABA tipo A y la hti-Ca. El aado
niflimico (AN) es un medicamento antiinflamatorio no esteroideo de la clase de los fenamatos
que bloquea el transporte anidnico en eritrocitos. Es un potente inhibidor de corrientes de CI'
activadas por Ca™ y de los flujos de CI" del R-GABA,, ambos expresados en ovocitos de Xenopus
leavis (White y Aylwin, 1990; Woodward et al, 1994). Se sabe ademas, que el AN inhibe el
efecto de los haliros y del CN en la union del [*S] t-butilbiciclofosforotionato (TPBS) al
R-GABA,, posiblemente en la region del filtro de selectividad. Esto sugiere que el AN tiene
también un sitio de unién dentro del poro (Evoniuk y Skolnick, 1988). Por otra parte en nuestro
laboratorio se ha estudiado un fendbmeno de hiperpolarizacion que se activa al poner Ca*™" (hti-Ca)
a espermatozoides de raton incubados en un medio en el que la concentracion de este cation
divalente es 0 nominal (Espinosa y Darszon, 1995). Se piensa que esta hiperpolarizacion se deriva
en parte de la apertura de un canal de Cl activado por Ca*" (figura 8A). Al usar bloqueadores de
este tipo de canal (AN) se bloqueo el 40% de la hiperpolarizacion (figura 8 B,C). Ademas, datos
preliminares en ese momento indicaban también que bajas concentraciones de AN potenciaban la
hti-Ca. Este efecto bimodal es similar a lo observado para un R-GABA, neuronal en el que los
fenamatos también muestran un efecto bimodal.

Hipotesis 1. Ei GABA y el AN pueden modular a hti-Ca al afectar al R-GABA,,.

Hipdtesis 2. El AN puede bloquear flujos de Cl™ que son importantes para la RA. Uno de
sus blancos podria ser el canal R-GABA,.

Para indagar sobre ambas hipotesis se estudio el efecto del AN sobre los cambios en el
potencial de membrana que se presentan durante la hti-Ca, y sobre poblaciones de

espermatozoides reaccionados con los inductores ZP, progestorona o GABA.

1.4.2 Registro de canales iénicos presentes en la cabeza del espermatozoide por la técnica
de patch-clamp.

Al momento de haberse iniciado este trabajo, solo se tenian reportes sobre canales
unitarios del espermatozoide de erizo de mar estudiados por las técnicas de patch-clamp o en

bicapas planas (Liévano et al., 1985: Guerrero y Darszon, 1987, Liévano et al., 1990; Morales et
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Figura 8. Hti-Ca. A) Induccién de la hti-Ca al adicionar Ca®™. Los niimeros de la derecha indican la
concentracion de Ca** en mM. B) Inhibicion de hti-Ca por acido niflimico (AN, bloqueador de canales
de CI) v por ouabaina (Ou, inhibidor de la ATPasa Na'/K’. V indica la adicién de valinomicina
utilizada en la calibracion (ver métodos) C) Modelo de hti-Ca. En ausencia de Ca®, un canal de Ca®**
permite la difusion de Na* hacia el interior de la célula aumentando las concentraciones basales de Na*
(1). Al afiadir el Ca* se bloquea la entrada de Na®, permea el Ca** (2) y se activan en forma transitoria
la ATPasa Na'/K” y un canal de Cl' (3). Esto lleva a eflujo de Na* y a influjo de CI con la consecuente
hiperpolarizacién de la membrana.
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al., 1993) y de estudios de canales unitarios en bicapas planas en el espermatozoide de raton
(Young et al.,, 1998; Cox et al., 1989, 1991). Poco tiempo después se reportd (usando la técnica
de patch-clamp) la presencia de un canal activado por GMPc posiblemente presente en el flagelo
oen cﬁerpos residuales del espermatozoide de raton (Weyand et al., 1994), asi como la presencia
de canales de Ca®, canales catidnicos poco selectivos y un canal de CI' incorporados en bicapas
planas a partir de vesiculas de membrana plasmatica (Beltran et al.,, 1994; Labarca et al., 1995,
Tiwari-Woodrof y Cox, 1995). En la técnica de bicapas planas, los canales idnicos se
caracterizan en membranas artificiales que difieren en composicion a la membrana nativa y que
carecen de los sistemas regulatorios (segundos mensajeros, cinasas, citoesqueleto) presentes en la
célula. Ademas, en ninguno de los reportes mencionados se tenia la certeza de la presencia de
estos canales en la cabeza del espermatozoide de mamifero, y menos aun, su posible papel en
eventos como la capacitacion o la RA. Estos antecedentes indicaban la importancia de registrar y
caracterizar los canales i6nicas del espermatozoide de mamifero directamente por la técnica de
"patch-clamp".

Hipotesis 3. Es posible registrar directamente canales unitarios de ia cabeza del

espermatozoide de raton lo cual permitira estudiar su modulacién durante la capacitacion o la RA.

1.4.3 La albimina y el colesterol, hipotesis de su funcion en capacitacién y por qué
probarlas en corrientes T.

Durante la capacitacion disminuye ¢l contenido de colesterol en la membrana plasmatica
del espermatozoide (Langlais et al., 1988; Go y Wolf, 1985, Suzuki y Yanaguimachi, 1989). Se
piensa que esto se debe a la remocion del colesterol por proteinas presentes en el liquido folicular
in vivo o por la albumina sérica que se adiciona al medio de capacitacion in vitro (Langlais et al,
1988; Go y Wolf, 1985, Suzuki y Yanaguimachi, 1989). Se sabe que los niveles de colesterol en
la membrana plasmatica influyen sobre sus propiedades fisicoquimicas cambiando su fluidez y la
permeabilidad a diversos iones (Chang et al., 1995; Lundbaek et al., 1996; Bastiaanse et al,
1997). Se cree que la disminucién del contenido del colesterol durante fa capacitacion favorece el
influjo de Ca* y de HCO3 (Visconti et al., 1995a,b).

El espermatozoide es una célula muy pequeiia en la que la caracterizacion de sus canales

ionicos por la técnica de patch-clamp ha resultado sumamente dificil (Guerrero et al., 1987, y este
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trabajo). Ademas, el espermatozoide carece de la maquinaria para la sintesis proteica, por lo que
los canales que contiene su membrana se sintetizan en etapas previas a su maduracion. Por ello
nuestro grupo investigo el tipo de corrientes de Ca™ presentes en las células espermatogénicas, asi
como la identidad del RNAm de subunidades 1. Estas células solo muestran CCDV tipo T (Santi
et al., 1996). Inicialmente, se determind que el RNAm correspondiente a {a subunidad a1E como
el mas abundantemente expresado durante la espermatogénesis (Liévano et al., 1996) sugiriendo
que la subunidad a1E codifica para los canales tipo T (ver seccion sobre canales de Ca® tipo T).
Las evidencias farmacologicas sugieren que este tipo de canales estin presentes en el
espermatozoide maduro y que pueden participar en los procesos de capacitacion y de RA
(Arnoult et al.,, 1996). Con el objeto de comprender mejor la regulacion de dichos canales y su
posible influencia sobre la fisiologia del espermatozoide, en colaboracion con Pablo Visconti de la
Universidad de Pensilvania se investigd el efecto de la albumina, del colesterol y (por razones
abajo descritas) del estradiol sobre las corrientes tipo T de células espermatogénicas.

Hipotesis 4. La albumina puede influir sobre las propiedades de las corrientes de Ca-tipo T
al regular los niveles de colesterol en la membrana plasmatica. Esto se puede estudiar durante

registros de patch-clamp en células espermatogénicas.
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Objetivos:

Objetivos Generales. Caracterizar los canales i6nicos importantes para el espermatozoide. El
conocer su regulacion permitird ahondar en el conocimiento de la fisiologia del espermatozoide,

asi como proponer fairmacos con posibles efectos anticonceptivos.

Objetivos Particulares:

Determinar el efecto del GABA y/o del AN sobre la hiperpolarizacién transitoria inducida
con Ca™. Esto permitira indagar sobre la participacion de canales de CI (incluido el R-GABA,)
en este proceso y avanzar en ¢l conocimiento de las propiedades de estas moléculas en el
espermatozoide.

Determinar los cambios en el potencial de membrana durante la Reaccién Acrosomal en el
espermatozoide de raton y el efecto del AN en dichos cambios. De estos datos se pretende
determinar que canales ionicos participan en los cambios de potencial de membrana y como estos
cambios en potencial pueden a su vez regular canales ionicos (v.gr. canales de CI) u otras
moléculas transmembranales (v. gr. la AC) modulados por voltaje.

Determinar el efecto del AN sobre la RA inducida con GABA, Progesterona o Zonas
Pelucidas. La comparacion de la sensibilidad al AN de la RA inducida con cada uno de los
agonistas mencionados, permitira inferir la importancia de la participacion de canales anibnicos en
este proceso.

Caracterizar canales unitarios presentes en la membrana plasmética de la cabeza del
espermatozoide de raton y el efecto de la albumina sérica y de esteroides en corrientes de Ca”™
tipo T en células espermatogénicas. El conocimiento de los canales idnicos de la membrana
plasmatica permitira inferir de que manera paraticipa cada uno de ellos tanto en los cambios de
potencial de membrana como en los cambios en la concentracion intracelular de diferentes iones

durante la RA o durante la capacitacion.
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Materiales y Métodos:

IL.1. Reactivos

La cianina 3,3 dipropiltiodicarbocianina (diS-C,-(5)) se compré en Molecular Probes
(Eugene, OR), se prepararon soluciones madres de 1 mM y 800 uM disueltas en dimetil sulfoxido
(DMSO). El AN, el 1,9 dideoxiforskolin (DDF), acido 5-nitro-2(3-fenilpropilamino) benzoico
(NPPB), el Percoll, la progesterona, la valinomicina, el A-23187, el GABA, la ASB (fraccion V),
ASB libre de acidos grasos y el medio capacitante M-199, se compraron de Sigma (SL, MO). Se
prepararon soluciones madre 200 mM de AN y de progesterona, 100 mM de DDF y 20 mM de
valinomicina en DMSO. El GABA (50 mM) se solubilizo en agua desionizada. El resto de los

reactivos utilizados se compré considerando la mayor pureza disponible comercialmente.

I1.2. Obtencion y capacitacion de los espermatozoides

Se utilizaron ratones CD-1 mayores de 16 semanas de edad sacrificados por dislocacion
cervical. Se recolectaron los espermatozoides a partir de la cola del epididimo como lo
describieron Lee y Storey (1985). Posteriormente estas células se suspendieron a una
concentracion de 6X10° células/ml en tubos eppendorf que contenia la solucion de capacitacion
M-199. Las sales en este medio son (en mM}: NaCl, 110, NaHCO,, 10; KCl, 4.8; KH,PO,, 1.2;
CaCl,, 1.8; MgSO,, 1.2; Hepes, 25, Lactato de Sodio, 20 ; Piruvato de Sodio, 1; Glucosa, 1
mg/ml y ASB, 4 mg/ml. El medio M-199 contiene ademas aminoacidos y vitaminas, entre otros
componentes, con un pH 7.3 ajustado con NaOH. Las células se capacitaron por 30 minutos en

un volumen de 3-5 ml a 37 °C con 5 % CO, y 95 % de aire.

II.3. RA

11.3.1. Inhibicion de la RA. Después de capacitar a los espermatozoides, se tomaron 50-200 pl
de células y se colocaron en tubos eppendorf cada uno con su respectivo ligando. Para ia
inhibicién de 1a RA se afiadio AN o DDF 5 minutos antes de adicionar el ligando y se indujo la
RA durante 30 minutosa 37°C.

11.3.2. Tincion del acrosoma. Al final de la induccion de la RA las células se fijaron con

formaldehido al 10% por 10 minutos, se sedimentaron a 8000 rpm por 6 minutos y el sedimenio
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se suspendid en un buffer de fosfatos (PBS). Las células se depositaron en cubreobjetos, se
secaron al aire y se tifieron durante 5 minutos con Coomassie G-250 al 0.22 % en 50 % metanol

y 10 % acido acético glacial. Por ultimo, los espermatozoides se lavaron con PBS, se montaron
las laminillas y se observaron al microscopio. El acrosoma se ve como una banda de color azul
marino hacia la parde dorsal de la cabeza (ver membranas de cabeza en figura 11 B). Se contaron
un minimo de 100 células cuantificando como células reaccionadas a aquellas que no presentan el
acrosoma. Los datos se normalizaron restando la RA espontanea y considerando a la RA inducida

con el iondforo de Ca® A-23187 como 1.

I.4. Mediciones de Potencial de Membrana por Fluorometria.

La generacion de colorantes fluorescentes sensibles al potencial de membrana se viéo motivada por
las dificultades (por dimensiones, geometria, etc.) para determinar éste parametro en algunos
sistemas biologicos. Actualmente se usan decenas de colorantes fluorescentes que se clasifican en
dos grupos: colorantes de respuesta rapida (ms) y colorantes de respuesta lenta {segundos)
(Freedman y Novak, 1989; Hépp et al., 1990). El colorante empleado en estos estudios fue la
3,3 dipropiltiodicarbocianina (diS-C,-(5); figura 9). Este colorante tiene una carga parcial positiva
por lo que su difusidn hacia el interior celular se ve favorecido a voltajes hiperpolarizantes (Eddy,
1989). Estos colorantes tienen una eficiencia cuantica mucho menor {apagamiento) en el interior
celular por lo que la fluorescencia disminuye conforme el potencial de membrana se hace mas
negativo. Es decir, las deflecciones hacia abajo en un trazo de potencial cualquiera corresponden a
una disminucion de la fluorescencia y a una hiperpolarizacién. Se desconocen las razones precisas
del apagamiento de los colorantes al entrar a la célula pero se sospecha que esto pueda deberse a
la asociacion del colorante a proteinas citoplasmicas o a que el colorante se agregue en el interior.
En ambos casos ia excitabilidad del colorante disminuiria explicando el apagamiento.

Cabe destacar que el colorante se puede distribuir hacia los organelos lo que afiade sefial a
la generada por los cambios de potencial de la membrana plasmatica. El principal organelo que
contribuye a este artefacto es la mitocondria. La sefial contaminante de la mitocondria se puede
eliminar utilizando desacoplantes (iondforos protdnicos) que disipan especificamente el potencial

de membrana mitocondrial (Terada., 1981).
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IL4.1. Modulacién de la hti-Ca por GABA y por ¢l AN. Los cambios de potencial de
membrana se registraron en un microfluérometro Hansatech de camara redonda y con agitacion
(Reynaud et al., 1993). Estos experimentos se hicieron con células en suspension a una
concentracion de 2.5X10° células/ml, a 37 °C y con agitacion ligera. La concentracién de Ca’ en
presencia de 3 mM de EGTA en el medio-199 es de 139 nM, segun el calculo obtenido con el
programa Maxc (Khrus Patton, Stanford University, CA, EEUU).

Se midieron los cambios de potencial de membrana utilizando el Dis-C,-(5) a una
concentracion de 800 nM. Este colorante se excita a una longitud de onda de 620 nm y emite a
670 nm. Se afiade el colorante a una cubeta para un volumen final de 900 pl. Se agregan las
células y una vez alcanzada la fluorescencia basal (3-8 minutos de haber cargado las células), se
adiciond 1 ul del desacoplante CCCP a partir de un solucion madre de 100 uM con la finalidad
de eliminar la contribucion que la mitocondria tiene sobre el potencial de membrana. De esta
forma la sefial registrada es unicamente debida al potencial de la membrana plasmatica. Después

se indujo hti-Ca (Figura 8A) en presencia de GABA y/o AN adicionando 1.7 mM de Ca”. Seis a
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Figura 9. Determinacién del potencial de membrana. A) Formula lineal de la diS-C,(5).
Calibracion de¢l potencial de membrana con valinomicina y adiciones de KCl.
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ocho minutos después de haber inducido la hti-Ca (posterior a la repolarizacidn), el potencial de
membrana se tituld usando la valinomicina (ionoforo de K*) y haciendo adiciones subsecuentes de
K" (Figura 9B). El potencial de equilibrio para el K* (E ), se calculé con la ecuacion de Nernst
(Hille, 1992), usando 120 mM de K intracelular [K'], (Babcock, 1993) y 5.3 mM de K" externo
[K"], inicial presente en el M-199. El potencial de reposo (E,) se obtuvo mediante una regresion
lineal de los datos tedricos (E,) y de los experimentales (cambios de fluorescencia) a cada [K *],

de acuerdo a Reynaud et al. (1993).

I1.5 Electrofisiologia

Si bien se ha avanzado en la determinacion de las concentraciones ionicas y sus cambios
en eventos fisidlogicos en el espermatozoide, se requiere de un conocimiento mas preciso de su
localizacion subcelular y  curso temporal. La mayor parte del conocimiento sobre los flujos
10nicos durante la RA se ha generado determinando los cambios en concentraciones intracelulares
totales (citoplasma y organelos) usando isotopos radioactivos o colorantes fluorescentes (revisado
en Darszon et al., 1998). Un problema metodologico con los is6topos radioactivos es que no nos
permiten conocer los cursos temporales en el rango de ms a segundos de estos eventos,
necesario para definir patrones causa-efecto. Los estudios bioquimicos y farmacologicos de la RA
tampoco permiten caracterizar en detalle el tipo de canal que participa en cada uno de los cambios
idnicos. En cambio, las técnicas electrofisiologicas nos permiten estudiar las caracteristicas
especificas, el comportamiento temporal y la regulacion de dichas entidades moleculares. En este
trabajo se utilizo principalmente la técnica de patch-clamp ya que es la Ginica que en la actualidad
permite caracterizar in situ el comportamiento de los canales idnicos del espermatozoide,
una ¢élula muy pequeiia y de morfologia compleja.

Patch-clamp. La técnica de patch-clamp se basa en la utilizacién de una micropipeta de
vidrio para el estudio de las corriente idnicas en células, vesiculas y/o porciones de membrana. La
micropipeta contiene una solucion salina y esta conectada mediante un electrodo de Ag/AgCl a un
amplificador operacional. El amplificador estd conectade a un osciloscopio que permite
monitorear en tiempo real los cambios en la comriente, y mediante una interfase a una
computadora. La punta del microelectrodo (0.5-2 uM diametro) se pone en contacto con la

membrana celular y por succion o aplicando voltaje se logra obtener un sello mecanicamente
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estable y de alta resistencia eléctrica (~ 10° ohms). En el estudio de canales dependientes de
voltaje, por medio de un programa (pclamp5.0), se pueden dar pulsos de voltaje o de corriente
hacia la célula y se registran los cambios en la corriente o en el voltaje, que del estimulo resulten.
Esta técnica permite estudiar tanto corrientes macroscopicas (corrientes idnicas a través de
decenas o cientos de canales i6nicos) en la configuracion de célula completa, como las corrientes
que pasan a través de un sélo canal ionico en microareas de membrana (configuracién de célula

unida o de parches escindidos) (Auerbach y Sachs, 1984; Hille,1992).

I1.5.1 Registro de canales unitarios del espermatozoide de ratén (estrategias para facilitar el
sellado). Para hacer las pipetas de patch-clamp se probaron diferentes tipos de vidrio y, al no ver
ventaja alguna en la obtencion de selios con ninguno de ellos, se decidio utilizar sélo vidrio de
silicato tipo Kimax o el 7052. Las pipetas tenian un didmetro <1 umy una resistencia que oscild
entre 5 y 15 Mohms. Los espermatozoides se lavaron durante 10 minutos en el Buffer A (en
mM): NaCl, 50; sacarosa, 150, lactato de Na’, 20; piruvato de Na“, 1; glucosa, 5.6; EDTA, 1,
benzamidina, 10; y aprotinina, 20ug/ ml, pH 84.  La pastilla de células se obtuvo por
centrifugacion a 325 x g durante 10 minutos en tubos eppendorf cilindricos y se resuspendio en el
mismo medio. Las células se dejaron reposar 10 minutos. El stock de células se almacend en
hielo. Para el experimento, se usaron alicuotas de espermatozoides de 10 pl diluidas en una
camara de registro de ~ 250 pl de capacidad y se dejaron sedimentar durante 5-10 minutos. Las
células se observaron bajo un microscopio invertido a un aumento de 400 X (Nikon Diaphot
TMD, Nikon Corp) equipado con optica Hoffman. Los experimentos se hicieron a 20-23 °C y las
corrientes idnicas se monitorearon usando el amplificador Axoclamp 1-B (Axon Instruments,
Foster City, CA). La sefial se adquiri6 muestreando a 20-25 kHz, y filtrando a 2-5 kHz. El analisis
se hizo mediante protocolos rutinarios del programa Pclampé.

La obtencion de sellos de alta resistencia (> 1 gigaohm) resulté sumamente dificil en el
espermatozoide de ratdn, tanto por su tamafio como por su morfologia aplanada. La probabilidad
de hacer sellos mejora si la boca de ia pipeta esta en una disposicion paralela con respecto a la
superficie de la célula (figura 10), de lo contrario el porcentaje de giga sellos es practicamente
0%. En cerca del 7% de los intentos (73/1183) se obtuvieron sellos de alta resistencia y de estos,

~ del 75 % mostré actividad de canales. En el 25% de los giga sellos se obtuvieron parches
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escindidos en forma espontineamente. Ya que los parches en esta configuracion se perdian
relativamente rapido, no fue posible hacer sustitucién ionica durante estos experimentos por lo
que sélo se registraron corrientes bajo la solucion de sellado. El andlisis solo se hizo de aquellos
experimentos en los que se obtuvieron giga-sellos > 5 gigaohms (~ 2% del total de intentos). La

permeabilidad aparente en los parches escindidos se calculd de acuerdo a:
PX pipeta/PY” bafio = ([X'V [Y']) exp(-Einv zZF/RT) (Labarca ¢t al., 1995),

para monovalentes. Y la permeabilidad aparente entre Ca™ y los monovalentes, se calculd de

acuerdo a;
PX pipeta /PCa™ bafio = 4 [Ca™)[X) {-exp (Einv zZF/RT) -[Y'V{X']} (Hille, 1992),

considerando equivalentes las permeabilidades de los monovalentes X™ e Y. Einv corresponde al
potencial de inversidn de las corrientes y zF/RT tiene la acepcion acostumbrada. Las soluciones
utilizadas tanto en la pipeta como en el bafio se indican en las leyendas de las figuras
correspondientes.

Otros grupos han intentado sin éxito registrar canales 10nicos del espermatozoide y, ai
igual que nosotros, piensan que los principales problemas para sellar se deben al dificil acceso a la
membrana (célula extremadamente delgada) y a una membrana poco elastica y "quebradiza”
(Harvey Florman y Bertil Hille, comunicacion personal).

Hinchado del espermatozoide de ratén. Ya que la baja eficiencia en la obtencion de
giga-sellos hace imposible una caracterizacion detallada de los canales registrados en el
espermatozoide, se buscaron alternativas para aumentar ifa probabilidad de obtener sellos de alta
resistencia eléctrica. Debido a experiencia anterior en nuestro grupo con el espermatozoide de
erizo de mar (Guerrero y Darszon, 1987; Babcock et al., 1992), usamos como un alternativa el
hinchado del espermatozoide en medios hipoténicos. En el erizo de mar esto se logra diluyendo el
agua de mar 1:10 pero conservando la concentracién "normal” de Mg™ (~ 25 mM). En esta
especie el €xito en la obtencion de sellos pasé de ~ 6 % a ~ 60 %. Se intentd un procedimiento

similar en el espermatozoide de ratdn (haciendo diluciones del medio de capacitacion). Se hicieron
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diluciones desde 1:1.1 hasta 1:20 (conservando 1.2 mM de Mg™), sin obtener el efecto esperado.
Usando diluciones de ~ 1:2 se logra ver un ligero hinchado hacia la parte dorsal de la cabeza
(figura 11A) y a diluciones mayores se observan desprendimientos de membrana indicando la
discontinuidad de la misma. En el protocolo anterior y en los siguientes relacionados al hinchado
del espermatozoide, estos se suspendieron a una concentracion de ~15-30 X 10° células/ml.
Pensamos que el fracaso en el hinchado se debe a caracteristicas particulares del

espermatozoide de mamifero que le dan una morfologia extremadamente rigida, estas son:

proteinas sui generis del citoesqueleto y el micleo supercondensado (Ochs et al, 1986; Longo et
_-*_-.'h_d
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Figura 10.Patch-clamp del espermatozoide de ratén. A} Al centro se muestra una micro-fotografia de
un espermatozoide unido a la pipeta de registro. A ambos lados de la fotografia, se esquematiza la
aproximacion perpendicular a la superficic espermatica. B) Actividad de canal unitario en un registo de
parche escindido. Este trazo se obtuvo a un voltaje de 40mV y muestra la presencia de dos tipos de
transiciones (ver resultados). La linca discontinua indica el cero de corriente (---- ).
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al., 1987; Hess et al., 1995; von Bulow et al., 1995). Se idearon protocolos encaminados a
disminuir la rigidez de la célula atacando ambas caracteristicas. Las protaminas espermaticas,
moiéculas fundamentales en la supercondensacion del niicleo del espermatozoide, estan asociadas
intimamente mediante puentes disulfuro por lo que se han usado medios reductores para favorecer

la descondensacion (Bellvé et al, 1993). Por otro lado, se sabe que el Zn* es importante para

mantener la capacidad condensante in vivo (evita 1a oxidacion de las protaminas), por lo que se

A

Figura 11. Hinchado y descondensacién nuclear del espermatozoide. A) Vista lateral de un
espermatozoide de ratdn sometido a choque hipoosmético en dilucién 1:2. Hacia la parte dorsal (region
acrosdmica) de la cabeza se observa un pequefic abultamiento de la membrana (flecha). B)
Descondensaci6én nuclear (en presencia de DTT) de espermatozoides decapitados con tripsina. Hacia la
izquierda se observan las membranas de la parte crancal de la cabeza de 2 espermatozoides (1). El
micleo, en proceso de descondensacion, se tific de color azul marino (2). El material genético de las
cabezas sin discontinuidades membranales no se tifie (3) y el acrosoma se ve como un franja azul marino
hacia la parte dorsal . C) Espermatozoide sometido a alta fuerza ionica . Se observa el "blebbing" de la
cabeza (flecha). A) y C) se tifieron con 5 pM del colorante lipofilico C.-NBD-HPC (Molecular Probes,
Eugene, OR), B) se tifio con azul de coomasie G-250 (ver tincién para reaccion acrosomal).
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se adiciona EDTA en los medios decondensantes (Kvist 1982). La descondensacion nuciear se
llevé a cabo incubando a los espermatozoides en 2-5 mM de ditiotreitol (DTT) por 20-40' a
temperatura ambiente. Estos autores (Kvist, 1982) sefialan también que es importante que exista
discontinuidad de la membrana plasmatica para que el DTT actie, lo cual se puede lograr
removiendo la cola del espermatozoide. Para ello, previamente a la incubacion en DTT, los
espermatozoides se decapitaron con tripsina al 0.1 % durante 10 minutos en Buffer A (adicionado
con 2.5 mM EDTA) y terminando la reaccion con 1 % de ASB y 0.1% DNAsa.. En este caso se
obtuvo membrana de la parte craneal de la cabeza (incluido el acrosoma). En la figura 11 B se
observan cabezas completas, cabezas en las que el material genético estd en proceso de
descondensacion, y membranas de la parte craneal de la cabeza. En esta figura el material
obtenido se tifid con coomasie G-250 lo cual permite ver el acrosoma (franja de color azul marino
en la region dorsal de la cabeza). La desestabilizacion del citoesqueleto se intento utilizando alta
fuerza ionica (Longo et al., 1987; Yagi y Paranko, 1995) o utilizando farmacos que se supone
tienen esta funcion (Forshcer y Smith, 1988; Shaha, 1994; Blankson et al., 1995). En los
experimentos con alta fuerza idnica, se utilizaron varias combinaciones y las que mejor
funcionaron fueron: 1 M NaCl + 1 M MgCl, o 4 M NaCl durante 20-30' (ambas en tris 100 mM

pH 9). En esta condicidn se obtuvo tanto la descondensacion nuclear como la desestabilizacion
del citoesqueleto (formacion de "blebbing” en la cabeza, figura 11), pero al intentar hinchar a los
espermatozoides pasandolos a una solucion hipoténica, revirtieron tanto la descondensacion del
nucleo como la morfologia de la cabeza. La reversion se inhibe si al final de la incubacion en alta
fuerza idnica se agregan 80 uM DTT. En relacion a experimentos con farmacos desestabilizadores
del citoesqueleto, se usaron en forma aislada o combinada, concentraciones 0.1 a 50 uM de
vinblastina (contra microtubulos), citocalasina (contra microfilamentos) o acido okadaico (contra
filamentos intermedios) y después se someti6é a los espermatozoides a medios hipoténicos 1:2.
Ademias de que con ninguno de los tratamientos se obtuvo un hinchado prominente de los
espermatozoides, se probé hacer el sellado de las células o membranas post-tratamiento y

tampoco se vio favorecida la obtencion de sellos.

I1.5.2 Registro electrofisiolégico de células espermatogénicas. Las células espermatogénicas se

obtuvieron por disociacidon mecanica a partir de testiculos de ratones adultos de 1a cepa CD-1.
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Durante su extirpacion, los testiculos se liberan de la tunica albuginea y se almacenan en solucion
de disociacion (solucidn de registro sin Ca*, a la cual se le afiaden 100 pg de DNAsa por ml).
Bajo un microscopio estereoscopico se disecta y limpia de tejido intersticial una parte de los
tibulos seminiferos con pinzas de diseccion. Se "exprime" cada segmento de tubulo (de 0.1 a 1
cm de longitud) para sacar las células espermatogénicas (en total se "exprimen" alrededor de 5 cm
de tibulos seminiferos para un volumen total de 250 pl de solucion de disociacion). Las células se
separan entre si por medio de pipeteo suave. Tanto la disociacién como el almacenamiento de las
células se hace a 4° C. Se tomo una alicuota de 10 pl de células resuspendidas y se dejaron
sedimentar en la cdmara de registro (cuadrado de lucita de ~3 cm de lado, 0.5 cm de espesor,
perforacion central conica ocluida en su extremo mas angosto con un cubreobjetos que hace las
veces de piso transparente y que permite un volumen minimo de ~ 250 pl). El registro de las
corrientes se hizo a 20-23 °C, adquiriendo a 5 kHz v filtrando a 2 kHz. La solucion externa fue
(en mM). NaCl, 130, KCl, 3; CaCi, 10; MgCl,, 2, NaHCO,, 1, NaH PO,, 0.5; glucosa, 5,
Na-HEPES, 5; pH 7.4. La solucién en la pipeta fue (en mM); CsCl, 100; CsF, 10; ATP-Mg, 4,
fosfocreatina, 4, Cs-HEPES, 5; pH 7.3). En algunos experimentos se hizo sustitucion idnica como
se indica en las figuras correspondientes. La osmolaridad se ajusté a 300 + 5 mOsm con NaCl
(para la solucidn externa) o0 275 £ S mOsm con CsCl (para la solucidn interna), midiéndola en un
osmometro (Osmette, Precision Systems Inc., Nastik, Mass.). Se registraron simplastos por tener
corrientes mas grandes, ser mas faciles de registrar y porque se ha reportado que las corrientes
que presentan son esencialmente idénticas en densidad y parametros cinéticos a los de células
Unicas (Santi et al., 1996). Los registros se hicieron en la configuracion de célula completa y se
usaron protocolos preestablecidos para activacion e inactivacion en estado estacionario (ver pies
de figura). En todos los casos se midi6 la capacitancia de las células compensandola con los
circuitos correspondientes del amplificador. Los ajustes de las curvas de activacion e inactivacion
en estado estacionario se hicieron de acuerdo a Santi et al. (1996). La curva de activacion se
elabord transformado la corriente al pico a cada uno de los voltajes a valores de conductancia
mediante la relacion gCa= ICap/(Vm-ECa), donde ICap es la corriente al pico, Vm corresponde al
voltaje aplicado y ECa es el potencial de reversion aparente obtenido por extrapolacion lineal de
la parte ascendente de la curva I-V. Los valores de conductancia normalizados se ajustaron a la

relacion de Boltzmann g/gmax={1 + exp[(V-Val/2)/ka]}", siendo g la conductancia al pico, gmax
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la méxima conductancia de Ca*™ al pico, V el voltaje aplicado, Val/2 es el voltaje de activacioén
media y ka es el factor de la pendiente de activacion. Las curvas de inactivacion en estado
estacionario se obtuvieron normalizando la corriente al pico durante un pulso de prueba a -20 mV
como funcidn del voltaje del prepulso (de -95 a -35mV con intervalos de 3 mV y 200 ms de
duracion). Estos datos se ajustaron a la relacion IImax={1 + exp[(V-Vil/2)/ki]}", donde I es la
corriente al pico, Imax es la corriente al pico durante el prepulso de -95 mV, V el voltaje del

prepulso, Vil/2 es el voltaje de inactivacién media y ki es el factor de la pendiente de inactivacion.

II.6 Inmunodeteccion de proteinas fosforiladas en residuos de tirosina durante la
capacitacion.

Estos experimentos fueron realizados de acuerdo a Visconti et al. (1995a,b). Los espermatozoides
se incubaron en condiciones capacitantes. A los tiempos sefialados en la figura 22, se tomaron
alicuotas de ~ 5 X 10° células, se centrifugaron y lavaron en PBS. Los espermatozoides
completos se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al 10 % por la técnica de
SDS-PAGE (Laemmli, 1970). La transferencia de las proteinas a membranas de Immobilon P se
hizo aplicando un potencial de 70 V por 2 horas a 4 C. La inmunodeteccidn se hizo utilizando un
anticuerpo monoclonal antifosfotirosina (clona 4G10; UBI) y se revelé por quemiluminiscencia

usando un kit comercial (ECL, Amersham Corp.).

I1.7 Analisis estadistico.

Los datos fueron analizados con una prueba t-student. Los valores con una p < 0.05 o con

una p < 0.01 fueron considerados estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

HI.1 Mediciones del potencial de membrana.

Como ya se menciond anteriormente, por alguna razén desconocida, en el espermatozoide
de raton (especie utilizada para este trabajo) se han hecho varios intentos fallidos para estudiar el
pHi y la [Ca”]i con colorantes fluorescentes a nivel poblacional. Por el contrario, los estudios
fluorométricos de potencial de membrana (aunque en forma indirecta) han sido muy dtiles para
definir la identidad de transportadores en poblaciones de espermatozoides en suspension, tanto en
el erizo de mar como en el espermatozoide de raton (Darszon et al., 1998). El potencial de reposo
del espermatozoide de raton asi como los iones que lo modulan, fue determinado por vez primera
en nuestro laboratorio (Espinosa y Darszon, 1995). Haciendo sustitucion ionica, se demostrd que
el K* es el principal ion que modula el potencial de reposo (~ -42 mV) , aunque al compararlo con
el E, (-80 mV), seinfiere que hay una permeabilidad importante para otros iones. Por otro lado,
se vid que al hacer sustitucion de Ca™ en presencia de 20 uM de EGTA (Ca®' libre < 100 nM), la
permeabilidad basal al Na” se incrementa contribuyendo significativamente al potencial de reposo.
Ademas, la reconstitucion del Ca™ induce una hiperpolarizacion transitoria (hti-Ca) con valor
promedio de ~ -30 mV (rango de -10 a -70 mV). Demostramos que la hti-Ca es altamente
dependiente de la [Na']e y es sensible al bloqueo por ouabaina (70 % de bloqueo, IC50 5.8 pM),
analogamente a lo observado al inyectar Na" en axones de neuronas de caracol (Thomas et al.,
1969). En el caso del espermatozoide de ratdn, la hti-Ca depende también de la [Clle y es
sensible al AN (~ 40 % de bloqueo). Estos hallazgos sugieren la participacion de la bomba Na'/K*

y de canales aniénicos durante la hti-Ca (ver modelo en figura 8 y Espinosa y Darszon, 1995).

I1L.1.1 Efecto de bloqueadores de canales anidnicos y del GABA sobre la hti-Ca.

El interés en estudiar el efecto del GABA y del acido niflimico sobre la hti-Ca, obedecio
en parte al hecho de que resultados preliminares nos sugerian que el acido niflimico presenta un
efecto bimodal sobre la hti-Ca (potenciacion a dosis bajas y bloqueo a dosis mayores),
analogamente a lo observado en un R-GABA, neuronal expresado en ovocitos de Xenopus
laevis (Woodward et al., 1994). Ademas, la hti-Ca se debe en parte al flujo de CI' (figura 8C) y se

sabe que el R-GABA, esti presente en la membrana plasmatica del espermatozoide y podria ser el
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Figura 12, Inhibicién de 1a hti-Ca con bloqueadores de canales anidnicos. A} Trazos de potencial de membrana mostrando 1a inhibicidon de la hti-Ca a
diferentes [ ]s de AN (izquicrda) o DDF (derecha). E1 100% de la hiperpolarizacion corresponde a -45 + 3.5 mV vy -28 + 2.1 mV, respectivamente. B) Dosis
dependencia de la inhibicion de hti-Ca por AN (cuadro) v DDF (circulo) (IC50s aparentes de 100 y 1uM). IN = inhibidor. (n = 4),
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Figura 13. Modulacién de hti-Ca por AN y GABA.
Dosis dependencia de la modulacién de hti-Ca por
GABA (A), AN (B) o cuando se aplican en forma
combinada (C). Concentraciones micromolares de
GABA o submicromolares de AN potencian hti-Ca. D)
Hiperpolarizacion transitoria al aiiadir Ca™. La figura
ejemplifica como, por separado ¢l GABA (4 pM) o ¢l
AN 0.5 pM, potencian hit-Ca. En contraste, la amplitud
de la hiperpolarizacion se inhibe ~ 30 % cuando se
aplican en forma combinada. * diferente del control con
un p < 0.05; ** diferente del control con una p < 0.01.

transportador anionico permeante en este evento. Inicialmente determinamos la IC50 de

bloqueadores de canales anidnicos (4cido niflimico y el DDF) sobre la  hit-Ca para

espermatozoide suspendidos en el medio de capacitacién M-199 (figura 12). El AN inhibié un
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maximo del 60 % con IC50 de 100 uM. El DDF fue maés potente inhibiendo hasta un 100% a 100
uM (IC50 1 uM). Asi mismo, experimentos preliminares con otros inhibidores de canales
aniénicos como el dipiradimol y el acido S-nitro-2(3-fenilpropilamino) benzoico (NPPB),
refuerzan la hipotesis de la participacion de canales aniénicos en la hti-Ca. Posteriormente,
determinamos si el GABA presentaba algin efecto. En la figura 13A podemos observar como el
GABA potencia la hti-Ca (10-50%) a concentraciones micromolares. Asi mismo,
concentraciones submicromolares del acido niflimico potencian la hti-Ca. (figura 13B). Para
finalizar, determinamos si la susceptibilidad de la hti-Ca al AN se puede modular por GABA. En
efecto, a conceﬁtraciones altas de GABA, la hti-Ca es mas sensible al bloqueo por AN sin
presentar un gran efecto sobre la potenciacion a concentraciones bajas de ambos compuestos
(figura 13C). Los trazos mostrados en la figura 13D ejemplifican los resultados anteriores. Estos
experimentos sugieren fuertemente la participacion del R-GABA, en la hti-Ca y que su

sensibilidad al bloqueo por el AN aumenta en la presencia de concentraciones altas de GABA.

I11.1.2 Cambios en el potencial de membrana durante la RA,

Uno de los objetivos de este trabajo fue observar los cambios en ¢l potencial de membrana
durante la RA inducida con cada uno de los ligandos. En experimentos con GABA y progesterona
no se observaron cambios significativos y reproducibles en el potencial de membrana del
espermatozoide de ratén a pesar de que ya habia reportes de una depolarizacién inducida por
progesterona en el espermatozoide de humano (Foresta et al., 1993). Cuando se realizaron estos
experimentos se desconocia el comportamiento del potencial de membrana durante la RA
inducida con ZP. Posteriormente, Arnoult et al. {1996), caracterizaron una depolarizacion
inducida con ZP o ZP3 en el espermatozoide de toro. También vieron un comportamiento similar
en el espermatozoide de raton. La sefial en el espermatozoide de toro es mas grande (y facil de
caracterizar) que en el raton. Ademas, estos autores optimizaron las condiciones experimentales
para evitar dafio espermatico durante la agitacién. Ambos aspectos podrian explicar nuestra
dificultad para medir los cambios de potencial de membrana en el espermatozoide de raton

mediados por agonistas de la RA.
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IIL.3 Canales i6nicos registrados con la técnica de patch-clamp.

La caracterizacion electrofisiologica de canales ionicos en el espermatozoide (tanto de
mamifero como de erizo de mar) se ha hecho principalmente mediante la técnica de bicapas planas
(revisado en Darszon et al., 1998). Si bien esta técnica es muy util, tiene como inconvenientes que
el canal se reconstituye en una membrana no nativa en la que el comportamiento del canal puede
diferir del que presenta en la célula. Por otro lado, la reconstitucién de canales del espermatozoide
se ha hecho utilizando vesiculas de membranas purificadas o afiadiendo directamente los
espermatozoides a la camara de registro. En ambos casos no se puede tener certeza de la
localizacion topografica del canal en la célula completa. Para este trabajo estabamos interesados
en caracterizar canales i6nicos que participen en la RA del espermatozoide de raton y, por tanto,
se localizan en la region de la cabeza del espermatozoide. E patch-clamp, es la Gnica metodologia
existente que permite la caracterizacién electrofisiologica in situ de los canales idnicos
presentes en el espermatozoide. Anterior a este trabajo, existen sélo dos reportes del registro de
canales i0nicos por esta técnica en el espermatozoide de erizo de mar (Guerrero y Darszon, 1987,
Babcock et al., 1992) y, uno en el espermatozoide de mamifero (Weyand et al.,1994). El reporte
en el espermatozoide de mamifero se hizo registrando el cuerpo residual, cuya membrana de
desecho corresponde a la region de la cola, por lo que no existia reporte alguno sobre los canales
presentes en la cabeza de esta célula. Por todo esto, nos avocamos a estudiar los canales ionicos
directamente sobre la cabeza del espermatozoide (modalidad de célula unida). De 42 sellos
analizados con actividad de canales, en 14 ocasiones se formaron parches escindidos en forma
espontanea. Frecuentemente se registraron transiciones con propiedades de amplitud y/o cinética

claramente distintas, sugiriendo la presencia de diferentes tipos de canales en el mismo parche

(fig.10B)).

I1.3.1 Canales cationicos del espermatozoide de ratéon. Las transiciones mas frecuentes
corresponden a un canal cationico rapido (con tiempo abierto promedio (To) < 1 ms). La figura
14A muestra corrientes unitarias de este canal a diferentes voltajes en un parche escindido. Las
transiciones presentan cinética rapida en forma de espigas, aunque también se pueden encontrar
transiciones cuadradas (recuadros en la figura 14A). El potencial de inversiéon (Einv) en la curva

corriente voltaje (I-V, figura 14B) fue 10 mV, lo que corresponde a una PCs'/PNa’ de 0.66 (Cs"
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Figura 14, Canales Catiénicos del espermatozoiode de raton. Los trazos mostrados en esta figura
corresponden a canales idnicos registrados en un parche escindido. A) Canal répido con varios subestados de
conductancia. El recuadro a la izquierda muestra expansién temporal de 20 veces el drea indicada. El recuadro a
1a derecha muesira transiciones en salva del trazo a -60 mV (mismas escalas). Las soluciones fueron (en
mM):NaCl, 145; CaCl,, 2.5, MgCl, 10, HEPES-Na, 10; pH 7.4 (bafio); y CsCl, 120; CaCl,, 0.05; HEPES-Cs, 10;
pH 7.2 (en la pipeta). B) Curva 1-V de las transiciones en A, Einv= 10 mV. C) Trazos del canal catiénico lento
de alta conductancia. La solucién del baiio iguat que en A, en la pipeta la solucién fue (en mM): KF, 30; KC|,
90; CaCl,, 0.05, EGTA-K, 10 y HEPESK, 10; pH 7.2 . D) Curva I-V del canal en C, Einv = 11lmV. Los

subestados principales de conductancia de este canal fueron de 207 y 318 pS.
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pipeta 145/Na’ bafio 150). En un experimento distinto la PK'/Na* fue de 14, indicando una
secuencia de permeabilidad de K'>Na'>Cs', similar a la observada en bicapas planas para un canal
cationico modulado por AMPc en el espermatozoide de erizo de mar (Labarca et al., 1996). Se
observaron transiciones de este tipo en 4 parches escindidos y en 8 registros en célula unida. En
tres experimentos donde se obtuvieron registros a varios voltajes (en el rango de £ 100 mV), la
Po no vario significativamente (0.012 + 0.022). En ~ 25 % de estos experimentos se observaron
periodos de disparo frecuente (salvas) con una Po > 0.3 a voltajes > +40mV o < -40 mV
(recuadro derecho en figura 14A). Es interesante destacar que el comportamiento cinético es
similar al de un canal del espermatozoide de ratén registrado en bicapas planas (Labarca et al,
1995).

En estudios en bicapas planas se reporto la presencia de un canal catiénico de alta
conductancia en el espermatozoide de raton (Beltran et al., 1994; Labarca et al., 1995). Este canal
es pobremente selectivo a Ca”™ y se asemeja a uno previamente caracterizado en el erizo de mar
(Liévano et al., 1990). La figura 14C muestra transiciones catidnicas lentas registradas en un
parche escindido de la cabeza del espermatozoide. Los subestados principales de conductancia
fueron de 207 y 318 pS (Einv = 11 mV; PCa”/PNa’ = 6; asumiendo PNa'/PK" = 1 (figura 14D)).
Se observaron transiciones similares en 11 registros (tres de los cuales fueron en parches
escindidos). Los registros de patch-clamp de este canal muestran cinética lenta con tiempos de
apertura muy largos (decenas de ms a segundos), analogamente al comportamiento observado

para el canal de Ca™ reconstituido en bicapas planas.

II1.3.2 Canal anioénico del espermatozoide de ratén. La figura 15A muestra transiciones de un
canal aniénico a diferentes voltajes. La curva I-V indica la presencia de tres estados principales de
conductancias de 22, 30 y 41 pS, medidos en la region Ohmica de la curva. El Einv fue de -30
mV, que es consistente con e! esperado para un canal selectivo a CI', asumiendo un potencial de
reposo de -85 mV (ver leyenda en figura 15B). A potenciales mas positivos ¢l canal rectificay la
Po aparente se incrementa (figura 15C). Algunos canales anionicos como el R-GABA, (Boorman
et al., 1987), son poco permeables al F', lo que puede explicar en parte fa rectificacion 30 mM T
en la pipeta). El bloqueo por acido niflimico es dosis dependiente (IC50 = 11 uM; figura 15D).
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Figura 15, Canal anifnico del espermatozoide de ratin y su sensibilidad al AN. A} Registro en la configuracion de célula unida a los voltajes indicados.
La solucién de Ia pipeta fue (en mM): NaCl, 120; NaF, 30; HEPES-Na, 10; pH 7.6. La C al lado de los trazos corresponde al 0 de corriente. B) Curva |-V
del canal en A mostrando rectificacion salienie a potenciales positivos y subestados de conductancia de 22, 30 y 41 pS en la regidn lineal (arriba). El Einv
(-30 £ 5 mV) corresponde al de un canal de CI' considerando: una concentracion intracelular de 10 mM de CI'. un potencial de reposo de -85 mV'y
corrigiendo para el potencial de unibén liquida (-3 mV). El potencial de reposo se determinéd con el colorante diS-C,-(5) en poblaciones de espermatozoides
suspendidos en la solucién del bafio (en mM: TEA-CI, 60; TEA-M¢S0,, 70. CaCl, 15; HEPES-TEA, 10; pH 7.6. C) Po del canal aniénico medida durante
6.4 5 a cada potencial (abajo). D) Trazo a +80 mV mostrando el bloqueo del canal anidnico con AN. Después del trazo control, la ¢élula se incubo por 10
minuios a la concemtracion indicada del bloqueador. Recuadro, dosis dependencia del bloquco.
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Como se describe mas abajo, el AN y otros bloqueadores de canales aniénicos inhiben la
RA, por lo que se vuelve importante determinar si este canal corresponde al R-GABA o a algun
otro canal anionico que participe también en la RA. Debido a la dificultad para hacer patch-clamp
en el espermatozoide, resulta poco practico usar esta técnica para caracterizar en forma detallada
sus canales iénicos. Una alternativa para ahondar sobre los canales aniénicos del espermatozoide

es buscar este tipo de corrientes en las células espermatogénicas.

HI1.3.3 Canales anidnicos en las células espermatogénicas. Ya que el R-GABA, participa en la
fisiologia del espermatozoide (Meizel, 1997, resultados en este trabajo), nos avocamos a indagar
la presencia de este receptor por la técnica de patch-clamp (configuracion de célula completa) en
simplastos de células espermatogénicas. Se hicieron experimentos afiadiendo GABA desde 1 hasta
100 uM, fijando el potencial de membrana a -80 mV y en los que el potencial de inversion para el
CI era de + 40 mV (20bafio/110pipeta). En ningin caso se evocaron corrientes al afiadir el

GABA (n = 6, no se muestra). Posiblemente esto se deba a que el R-GABA, no se encuentra en
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Figura 16. Inhibicién de la RA por bloguedores de transporte amiénico. Inhibicién de ja RA con AN
(izquierda), NPPB (centro) o DDF (derecha). La RA se indujo con GABA (G), progesteron (P) o con zonas
pelicidas (ZP). Los nimeros indican la concentracién del bloqueador en pM.* diferente del control con un p <
0.05; ** diferente del control con una p <0.01.
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las células espermatogénicas de los estadios registrados (paquiteno) o a que, aunque presente,
esté en un estado no funcional. Otra explicacién podria ser que se laven factores intracelulares
importantes para la activacion de las corrientes de este receptor (Gyenes et al., 1994). Considero
lo anterior poco probable ya que la solucion de la pipeta tenia ATP y, en algunos experimentos,
nucledtidos ciclicos. Si bien no pudimos confirmar electrofisiologicamente la presencia del
R-GABA, en las células espermatogénicas, anteriormente se habia demostrado la presencia de
otro tipo de canal de CI' dependiente de voltaje (Lopez Gonzalez, 1995), aunque de menor
sensiblidad al AN (IC50 aparente de 100 pM) que el canal registrado en el espermatozoide
(Espinosa et al, 1998a).

1.4 Inhibicion de la RA

Uno de los usos practicos que se puede derivar del estudio de canales i6nicos en el
espermatozoide es el de encontrar compuestos que los modulen (positiva o negativamente) y que
inhiban la RA y por tanto la fecundacion. En colaboracion con J L de la Vega, como parte de su
tesis de licenciatura (de la Vega Beltran, 1997), se determiné la potencia de cada uno de los
ligandos en la induccion de la RA y de bloqueadores de canales anidnicos como inhibidores de la
misma. La concentracion saturante de la respuesta para cada uno de los ligandos en la induccion
de la RA fue de 0.125 uM para GABA, 45 uM para progesterona y de 5 ZP/ul para las zonas
pelicidas. En la figura 16 se muestra el efecto de los bloqueadores de transporte aniénico AN
(izquierda), NPPB (centro) y DDF (derecha) sobre la RA inducida con cada uno de los ligandos.
El 4acido niflimico presentd IC50s de 1, 7 y 84 x en la RA inducida con ZP, GABA y
progesterona, respectivamente (de la Vega Beltrdn). Para el NPPB las IC50s fueron de 1, 11y 1
pUM , respectivamente (no se muestra). El DDF mostro un comportamiento diferente en la RA
inducida con ZP (figura 16 C) o con progesterona, a 1 pM inhibe ~ 50% , pero conforme se
aumenta la concentracién del firmaco, se ve una disminucion aparente en la inhibicién (no se
muestra), posiblemente debida a dafic de las células. Estos resultados sugieren que los flujos
aniénicos son muy importantes durante la RA inducida con cada uno de los tres ligandos, aunque

cabe otra posibilidad (ver siguiente seccion y la discusién).
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TLS Inhibicién del canal de Ca®* tipo-T en células espermatogénicas por blogqueadores de

canales anidnicos,

' Las corrientes de Ca®™ tipo T en células espermatogénicas son las tnicas corrientes de Ca™
dependientes de voltaje que manifiestan estas células (Hagiwara y Kawa, 1984; Santi et al., 1996).
La inhibicion de estas corrientes es anéloga a la farmacologia de inhibidores de la RA (Amoult et
al., 1996; Darszon et al, 1998), por lo que se piensa que los canales de Ca® tipo T estin
presentes en el espermatozoide participando en este evento fisiologico fundamental. Si bien los
inhibidores utilizados en este trabajo se emplean frecuentemente como blogueadores de canales

anidénicos, también se sabe que pueden afectar a canales catidnicos incluidos los CCDVs

100 #
9
" & 50
£
%
DDF 100 uM = o
0 100 200
[DDF] (uM)
Lavado C
1
0.8 [m DDF 50 um|
< o
Control 8 S 0.4
— - 0.2
0 - } —+ t — .
-60 -40 -20 0 20
50 ms V(mV)

Figura 17, Inhibicién de ICa-T con DDF en células espermatogénicas. A) Corrienic representativa al aplicar
un pulso de prueba a -20mV a partir de un potencial de mantenimiento de -90 mV antes y 5 minutos después de
agregar 100 pM de DDF. B) Dependencia de concentracidn del bloqueo de ICa-T con el DDF (IC50 = 28 uM).
C) Dependencia de voitaje dei bloquec en presencia de AN 50 yM . El bloqueo s mayar a potenciales
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(Goegelein et al., 1990; Walsh y Wang, 1993, Doughty et al., 1998). Considerando lo anterior era
importante determinar si estos firmacos modulan las corrientes T en células espermatogénicas. La
figura 17A muestra la inhibicion de ICa-T a una concentracion de 100 uM de DDF. En las
condiciones experimentales utilizadas, el lavado del inhibidor fue pobre (de 0 a 60%). La IC50
para el DDF fue de 28 uM (17B). El bloqueo es dependiente de voltaje (17C), sugiriendo una
interaccién directa entre el farmaco y el poro del canal (ver discusion). También el AN y el NPPB
inhibieron la ICa-T. La IC50 para el AN fue de 43 uM. En el caso del DDF y el AN, la RA fue
mas sensible a estos compuestos sugiriendo que los canales T no son su blanco principal durante
la inhibicién de la RA (al menos en la RA inducida con GABA y ZP). El NPPB parece tener 2
sitios de union con afinidades de 35 nM y 75 uM, por lo que el sitio de alta afinidad podria estar

participando en la inhibicion de 1a RA ( ver Apéndice; Espinosa et al., 1999).

II1.6 Modulacién de ICa-T en células espermatogénicas por ASB.

La albumina sérica es muy importante para la capacitacion in vifro del espermatozoide de
raton. Se piensa que su efecto se debe a que la remocion del colesterol resulta en un aumento de
la permeabilidad de la membrana plasmatica al Ca*" y al bicarbonato (Gong y Wolf, 1985,
Visconti et al.,, 1995a,b). En ese mismo sentido, se piensa que el colesterol debe modular
negativamente estas permeabilidades asi como la fosforilacion de proteinas importantes para la
capacitacion. Inicialmente hicimos experimentos afiadiendo sulfato de colesterol 10-50 uM a
células espermatogénicas después de un registro control de corrientes de Ca®. Observamos que
después de algunos minutos se inhibian significativamente las corrientes e inclusive en algunos
casos desaparecian por completo. La interpretacién de estos resultados se complicé ya que la
mayoria de los registros se hicieron a tal grado ruidosos, que sospechamos de dafio celular,
poniendo en entre dicho un efecto especifico del colesterol sobre los canales T. Al afiadir
albumina en los momentos en los que el registro ya era muy ruidoso, mejoraba el registro y se
recuperaba parte de la corriente, inclusive en casos en los que ya habia desaparecido por
completo. Decidimos entonces hacer experimentos, afiadiendo la ASB y viendo su efecto sobre
las corrientes T después de un registro control. En la figura 18A se muestra como 0.5% (~75 uM)

de albumina sérica bovina aumenta las corrientes de Ca®>* en un 100%. Para comparar la cinética
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Figura 18. Potenciacién de ICa-T por ASB en células espermatogénicas. A) Trazos a -70, -50, 40, -20, -10 y
+10mV en la condicién control (izquierda) v 2 minutos después de afiadida la ASB 0.5% (~ 75 pM). B) Curva
I-V promedio de la corriente al pico a los diferentes voltajes, anies (circulos) y después (tridngulos) de afiadida la
ASB. C) Trazos normalizados para comparar las diferencias cinéticas de las corrienies potenciadas con las
control a un pulso de - 20 mV.
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entre ambas condiciones, en la figura 18D se normaliza la amplitud de la corriente a un voltaje de
-20 mV en el registro control y después de haber afiadido la ASB. Se ve claramente que la
cinética tanto de la activacion como de la inactivacién son mas répidas después de afiadida la
ASB. En la figura 19 se muestran [as constantes cinéticas de activacion e inactivacion asi como la
dependencia de voltaje de la activacion y de la inactivacion en estado estacionario. Estos
resuitados indican que el tiempo necesario para llegar al pico de corriente disminuye en presencia
de ASB. A un voltaje de -20 mV, el tiempo al pico pasa de 11 £ 0.7ms a 7.7+ 0.8 ms (n=9). La
cinética de inactivacion también es mas répida en presencia de ASB (T, = 19.7 £ 2.5 ms, T,
= 10.8 £ 1 ms, a -20 mV). Estos valores pueden representar un cambio real en las cinéticas del
canal y/o un corrimiento en la dependencia de voltaje. Por ello determinamos la dependencia de
voltaje de 1a activacidn y de la inactivacion en estado estacionario. Si bien la ASB corre hacia la
izquierda 3 y 5 mV los voltajes medios de ambos parametros (ver figura 19B), este corrimiento no
es suficiente para dar cuenta de los cambios en la cinética y, menos aun, de la potenciacion en la
amphtud de la corriente (ver Discusion).

Se sabe que la ASB tiene bolsas hidrofobicas por lo que cominmente se pueden encontrar
acidos grasos asociados a ella en proporciones de hasta 3:1 (lipido:ASB) (Chen, 1966). Se ha
demostrado que algunos de estos lipidos pueden modular positivamente o negativamente canales
ionicos (Tigyl y Miledi, 1992; Kim, 1992; Damron y Bond, 1993) por lo que se hicieron
experimentos con ASB libre de acidos grasos para determinar si el efecto de potenciacion se debe
a estos. La ASB delipidada (ASB-D) potencia la corriente T. En la figura 20 se muestra la dosis
dependencia de la potenciacion de ICa-T por ASB-D. La respuesta se satura alrededor de 75 pM
(0.5%) de ASB-D, con una IC50 aparente de 5 uM. En 36 de 39 células (92%), 75 uM de
ASB-D potencio ICa-T un ~50% en promedio (rango de el 10 al 150%). A nivel poblacional la
potenciacién se comienza a ver a concentraciones > 2 uM; a nivel individual, 2 de 7 células
respondieron claramente a la ASB-D (potenciacion > 20%) a una concentracion de 0.6 M. La
potenciacion de ICa-T por ASB-D descarta la posibilidad de que lipidos presentes en fracciones
poco puras de ASB sean los responsables del efecto. Para avanzar en el entendimiento de como
es que la ASB potencia ICa-T, se compar6 la potencia de la ASB-D contra la fraccion V de ASB
(fraccién menos pura y que contiene lipidos). El razonamiento fue: si el mecanismo de

potenciacion de ICa-T se debe a la remocion de compuestos de la membrana plasmatica que
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Figura 19. Efectos de la ASB sobre la cinética y la dependencia de voltaje de 1Ca-T en células
espermatogénicas. A) Constantes cinéticas de la activacién y de la inactivaciébn a vollajes de -40 a +20 mV.
Los datos representan valores promedio del tiempo al pico (izquierda) y de la constante de tiempo de la
inactivacidén {derecha) en la condicién control ¢ en presencia de ASB. Los valores obtenidos se ajustan a una
exponencial. En el caso de la activacion, el control presentd un cambio de e-veces cada 15.1 mV con un
desplazamiento-independiente de voltaje de 4.5 ms; en presencia de albiimina estos valores fueronde 17.5 mVy
de 3.6. Para la inactivacion el cambio de e-veces y el desplazamiento fueron de 11.6 mV y 13.4 ms para ¢l
control, yde 142 mV y 9.3ms parala ASB. Las barras represemtam el ESM. B) Dependencia de vollaje de 1a
activacion y de la inactivacién en estado estacionario. Los datos se ajustaron a una relacién de Boltzmann. El
voltaje medio de activacion fue -38.5 mV para el control y de -42 mVen presencia de albiimina y las pendientes
fueron de 6.2 y 6 mV. El voltaje medio de inactivacion fué de -55 y -60.5 mV y las pendientes de 6 y 4.9 mV,
para ¢l control y en presencia de ASB, respectivamente.
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modulen negativamente a canales iénicos, la ASB-D serd mas potente que la fraccion V. De lo
contrario, la potenciacion posiblemente se deba a un efecto directo de la proteina sobre el canal o
sobre algin otra molécula de membrana. Aunque la ASB-D fue ligeramente superior a la ASB
fraccion V (15% mas potente, no se muestra), estos resultados no permiten concluir que el efecto
de la albimina se debe a la remocién de colesterol o de alglin otro compuesto hidrofébico de la
membrana,

En el espermatozoide se puede inhibir la capacitacion y la fosforilacion de proteinas
importantes para [a misma si la ASB se preincuba con sulfato de colesterol en una relacién molar
de I:1 (Pablo Visconti, comunicacion personal). Se piensa que esto se debe a que durante la
preincubacion los sitios de union al colesterol presentes en la albimina se saturan y, por lo tanto,
en su adicion posterior para capacitar, la ASB ya no secuestra el colesterol de la membrana
plasmatica. Utilizando un protocolo anélogo al empleado para inhibir la fosforilacion en tirosinas
durante la capacitacion, preincubamos a la albumina en relaciones molares de 1, 5 y 10:1

(colesterol: ASB) y en ningun caso pudimos inhibir la potenciacion de las corrientes T (figura

1 | HNG

0 50 100 400
[ASB-D] pM

Figura 20. Dosis dependencia de la potenciacién de ICa-T por ASB libre de dcidos grasos. Despues de un
registro control, las células s¢ preincubaron por 2' con ASB-D y se determin6 la potenciacién en esta
condicién. La ASB-D potencié 1Ca-T ~ 5¢ % con IC50 aparente de 5 uM. Los resultados se normalizaron
considerando como 1 al miximo de corriente al pico en ef control. Ia = corriente al pico en presencia de ASB;
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21A). De hecho, la adicion subsecuente de ASB no saturada, incrementa muy poco la amplitud de
la corriente en comparaciéon con la ASB saturada, indicando que ya se estaba cerca de la
saturacion del efecto. De estos resultados se concluye que ASB no potencia ICa-T al secuestrar
colesterol de la membrana plasmatica.

Es posible que, tanto en la capacitacion como en la potenciacién de corrientes T, la ASB
esté removiendo otro tipo de molécula hidrofébica asociada a la membrana. Se sabe que los
esteroides sexuales como la progesterona, la testosterona y el estradiol, modulan canales i6nicos
(Nakajima et al., 1995; Bukusoglu y Sarlak, 1996, Mermelstein et al., 1996; Takeuchi y
Guggino, 1996). El estradiol modula en forma especifica canales idnicos que presentan la

secuencia consenso de union al estradiol correspondiente al receptor nuclear de estrogenos
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Figura 21. Efecto de la saturacion de ASB con sulfato de colesterol o con 17 P-estradiol sobre Ia
potenciacién de corrientes de Ca’. La ASB (15 uM) se sonicé y preincubd por 1-2 hrs con relaciones molares
de 1: 10 de sulfato de colesterol {izquierda) 6 de 1:6 de 17 fi-estradiol {derecha) con el objeto de saturar sus sitios
de union a estos estercides. En ambas condiciones s¢ muestra un trazo control, un trazo después de afiadir la ASB
presaturada y un trazo con ASB sin esteroide. Los mimeros romanos indican ia secuencia de las adiciones. A
diferencia del sulfato de colesterol, el 17 B-estradiol inhibe tanto la potenciacién por ASB como la corriente
basal de ICa-T. Recuadro) Dosis dependencia de 1a inhibicion de ICa-T por 17-f-¢stradiol en presencia de 0.1 %
de ASB. El 17-B-estradiol inhibe la corriente control de ICa-T (----) sélo a proporciones molares > 2.5 (37 pM),
mientras que la potenciacién la inhibe a proporciones molares inclusive < 1:1. Iae = corrieni¢c ¢n presencia de
ASB + estradiol; Ia = corriente ¢n presencia de ASB sin esteroide. (n=3).
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(Ramé6n Latorre, comunicacion personal) vy se sabe que inhibe CCDVs via receptores
membranales en otros sistemas (Nakajima et al., 1995, Mermelstein et al, 1996, Sitzler et al,
1996), por lo que podria estar modulando ICa-T en células espermatogénicas. El efecto de la
ASB puede ser entonces el de remover la modulacién negativa que el estradiol ejerce sobre las
corrientes T. La ASB-D se saturé preincubandola con diferentes proporciones de B-estradiol. A
una relacion molar ~2.5:1 (estradiol: ASB-D) se inhibe la potenciacién (figura 21B, recuadro).
Aunque estos resultados coinciden con la hipétesis de remocion del estradiol de algiin receptor
membranal, otra posibilidad es que el estradiol esté inhibiendo ICa-T independientemente de la
potenciacion por ASB-D. El comportamiento final resulta de una sumatoria de ambos procesos.
De acuerdo con esto, la figura 21 (B, recuadro) muestra la inhibicién de ICa-T por estradiol
cuando esta presente en un exceso molar >2.5 con respecto a la ASB-D.

Los resultados anteriores, no permiten concluir si el efecto de potenciacion de ICa-T por
ASB involucra la remocién de B-estradiol, ni si un mecanismo similar opera durante la
fosforilacion de proteinas en el proceso de capacitacién. Para confirmar o descartar estas
hipotesis, se determino el efecto de la ovoalbimina sobre ICa-T y ,en colaboracién con Pablo
Visconti de la Universidad de Pensilvania, se determind el efecto del 17 B-estradiol sobre la
fosforilacién de proteinas en residuos de tirosina durante la capacitacién del espermatozoide. La
remocion del colesterol durante el proceso de capacitacion es especifico de moléculas que unen
este esteroide. Por ejemplo, las lipoproteinas de alta densidad y la ciclodextrina mimetizan los
efectos de la ASB sobre ¢l contenido de colesterol de la membrana del espermatozoide y la
fosforilacion en tirosinas (Pablo Visconti, comunicacion personal). En contraste, moléculas que
no unen colesterol como la ovoalbGmina, no mimetizan el efecto de la ASB en la capacitacion.
Para ahondar sobre la especificidad de ASB en la potenciacion de ICa-T, se utilizd ovoalbimina a
concentracion de 75 uM. A diferencia de su carencia de efecto en la fosforilacion en tirosinas, la
ovoalbimina incrementa ICa-T en células espermatogénicas, aunque con una potencia menor que
la ASB-D (figura 22A). En los experimentos de capacitacion en presencia de estradiol, los
espermatozoides se incubaron con 0.3 % de ASB-D saturada (se usaron relaciones molares de
0.02, 0.2 y 2 de 17 B-estradiol: ASB-D). El B-estradiol no sélo no inhibe la fosforilacion de
tirosinas durante la capacitacion (figura 21B) como sucede cuando se satura la ASB-D con

colesterol en relacion molar de 1:1 (colesterol: ASB-D), sino que por el contrario, aumentan los
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Figura 22. Efecto de 1a ovoalbimina sobre la ICa-T de células espermatogénicas y del esiradiol en )a
fosforilacion en tirosinas durante la capacitacién. A) Trazos a -20 mV en ausencia (control) o en presencia
de ovoalbimina o después de su lavado con ASB. La ovoalbimina potencia ICa-T alrededor de un 40 % con
respecto al efecto observado con !a adicién posterior de ASB (misma concentracion). La célula se preincubo 2
minutos en presencia de cada una de las soluciones proteicas. B) Fosforilacion de proteinas en residuos de
tirosina durante 1a capacitacion. Las células se preincubaron en condiciones capacitantes (10 mM de HCO,",
0.3% de ASB) durante los tiempos sefialados en ausencia (0) o en presencia de 1, 10 y 100 pM de 17
B-estradiol. Al contrario de lo esperado, el estradiol potencia la fosforilacién en tirosinas. C- corresponde al
control negativo en ausencia de ASB y HCO,"
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niveles de fosforilacion. En conjunto, estos datos sugieren que el mecanismo de potenciacion
ICa-T con ASB difiere del que se da durante la capacitacion del espermatozoide en presencia de

esta proteina. En la siguiente seccion se discuten otros posibles mecanismos por los que ASB

podria potenciar a ICa-T.
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IV. DISCUSION

Uno de los objetivos principales de este trabajo fue el de caracterizar canales i6nicos del
espermatozoide de mamifero por la técnica de patch-clamp. Debido a su pequefio tamafio y a su
morfologia alargada y plana, resulto muy dificil el estudio electrofisiologico de corrientes ionicas
por esta técnica en el espermatozoide de raton como metodologia de rutina. Se utilizaron también
metodologias como el estudio fluorométrico del potencial de membrana y el estudio
electrofisiologico de canales de Ca®™ de células espermatogénicas que, segun evidencias
farmacoldgicas, se piensa que también estan en el espermatozoide jugando un papel importante
en su fisiologia. Se discuten hallazgos relevantes en Ia literatura, con el objeto de presentar un
panorama integrado de la opinion actual en relacion al papel de los flujos i6nicos en la fisidlogia

del espermatozoide.

IV.1 Canales catiénicos del espermatozoide y cambios en el potencial de membrana y en la
[Ca®]i durante la RA.

En este trabajo se registraron dos tipos de transiciones cationicas. La primera,
corresponde a un canal catidénico rapido permeable a monovalentes y la segunda a un canal
catidnico lento que permite el flujo de Ca®™. Por la técnica de bicapas se han registrado canales
del espermatozoide con propiedades cinéticas y de permeabilidad parecidas, tanto en el erizo de
mar (Liévano et al., 1990; Beltran et al.,, 1994; Labarca et al, 1996) como en el mamifero
(Beltran et al,, 1994, Labarca et al., 1995). Ambas permeabilidades son pobremente selectivas
(ver resultados) por lo que al activarse depolarizarian al espermatozoide.

La depolarizacion inducida por ZP (Arnoult et al., 1996a) o por progesterona (Foresta et al.,
1993, 1995), presenta una dependencia ionica compleja. La sustitucion de Na® indica que este es
el i6n que interviene mayormente en la depolarizacion. Foresta et al. (1993), concluyen que en
esta depolarizacion participa un canal cationico pobremente selectivo que es permeable, al NH,", y
a la N-metil-D-glucamina. Posiblemente la interpretacion de estos investigadores en relacion a la
permeabilidad a los cationes organicos sea erronea ya que: 1) se ha demostrado que durante la

depolarizacion inducida por la progesterona hay un eflujo de CI a través de canales activados por
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ligando (Meléndrez y Meizel, 1995, Sabeur et al., 1996; ver abajo); 2) durante [a RA inducida con
ZP, la sustitucién de Ca* e inclusive de CI', también inhiben parte de la depolarizacion (Arnoult et
al., 1996a; y 3) estos estudios se hicieron con fluoroforos sensibles al potencial de membrana (1o
cual no permite discernir el tipo de iones que estan fluyendo a través de la membrana), por lo
tanto, al haber permeabilidad simultanea a diferentes iones y por distintas vias, la depolarizacion
nunca se eliminard por completo independientemente del idén que se sustituya.

Se propone que durante la RA inducida por ZP, la elevacion de [Ca']i se lleva a cabo por
dos vias de permeabilidad (Florman, 1994). Esta hipotesis es analoga a la propuesta para el
espermatozoide de erizo de mar (Guerrero y Darszon, 1987). Uno de los canales de Ca™ permite
una entrada rapida y transiente de Ca™ y es sensible a dihidropiridinas (Darszon et al., 1998). En
mamiferos, este canal podria ser del tipo T (Liévano et al., 1996; Arnoult et al, 1996b; Santi et
al., 1996). El otro canal de Ca”, es pobremente selectivo, permite una entrada sostenida de Ca™,
y posiblemente sea sensible al pHi y a la {Ca™}i. Este canal comparte caracteristicas con canales
del espermatozoide registrados en bicapas (Beltran et al, 1994, Labarca et al, 1995), con un
canal de Ca” sensible al pH en células espermatogénicas (Santi et al, 1998) y podria
corresponder al canal cationico lento registrado en este trabajo.

La depolarizacion inducida por la progesterona esta asociada a una elevacion de [Ca i
dependiente de PKC (Foresta et al; 1995). Se propone que la depolarizacion se debe
principalmente al influjo de Na* ya que ¢l incremento del [Ca® )i, pero no la depolarizacién, es
inhibido por estaurosporina (inhibidor de PKC). Estos resultados sugieren que hay una via
responsable de la entrada de Ca™ que es modulada por PKC y otra via responsabie de la entrada

de Na” independiente de esta cinasa.

IV.2. Inhibicién de flujos aniénicos y de la RA.

IV.2.1. Efecto del GABA y de bloqueadores de canales de CI sobre la hti-Ca.
Anteriormente (Espinosa y Darszon, 1995) demostramos que el acido niflimico inhibe
alrededor de un 40 % la hti-Ca con una IC50 > 200 uM. En ese entonces, resultados preliminares

sugerian también que a concentraciones menores {~ 10 uM) el AN potencia hti-Ca. Aquelios
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estudios se realizaron en un medio de capacitacion conocido como HMB. Para este trabajo, tanto
los estudios de potencial de membrana como de RA, se hicieron en un medio de capacitacion
comercial (M-199) suplementado con 0.4% de albimina y 10 mM de bicarbonato. Como control,
determinamos nuevamente la IC50 del AN por un lado, y por otro lado, determinamos el efecto
de concentraciones submicromolares de este farmaco (y del GABA) sobre la hti-Ca. Ademas, con
objeto de fortalecer la hipotesis de la participacion de flujos anionicos sobre la hti-Ca, utilizamos
otros bloqueadores de canales de CI'. En la figura 12 se muestra el efecto inhibitorio del AN y del
DDF sobre la hti-Ca. De esta figura llaman la atencion tres cosas: (1) la IC50 para el AN (100
pM) es menor que la reportada anteriormente, (2) el DDF es mas potente que el AN (IC50 = 1
M) y, (3) el DDF inhibe hasta un 100% a 100 uM. Pensamos que las diferencias en el efecto
inhibitorio del AN sobre la hti-Ca entre este trabajo y las reportadas en Espinosa y Darszon
(1995), se pueden deber a las diferencias en el medio utilizado. La presencia de acido glutamico y
del rojo fenol en el medic M-199 y no en el HMB, pueden explicar en parte el desplazamiento en
la sensibilidad al AN. Se sabe que en la membrana de! espermatozoide esta presente la enzima
glutamato descarboxilasa (GAD) (Persson et al., 1990) que podria estar descarboxilando al acido
glutamico del medio convirtiéndolo en GABA y, como veremos a continuacion, el GABA parece
incrementar la sensibilidad de la hti-Ca al AN. Se sabe también que en presencia de fenol aumenta
la sensibilidad de la ciclooxigenasa a los fenamatos (Egan et al., 1978). Se cree que esto se debe a
que ¢l fenol modifica el sitio de unién de los fenamatos, lo cual podria estar sucediendo también
en el canal anidnico que participa en la hti-Ca. Por otro lado, no esperabamos que un bloqueador
de canales aniénicos como el DDF inhibiera la hti-Ca en un 100%. Primero, porque la ouabaina
inhibio alrededor del 70% de la hti-Ca (Espinosa y Darszon, 1995), sugiriendo también la
participacion de la ATPasa Na'/K" en este evento. Y también porque, ni con la combinacion de
AN y ouabaina, hubo una inhibicion mayor al 85%. Una posibilidad es que el DDF inhiba una
entrada de Na* necesaria para que se de el fenomeno de hti-Ca (ver antecedentes y figura 8 ). Asi
lo sugieren resultados preliminares donde en combinacion con el desacoplante CCCP, 100 uM de
DDF mimetizan el efecto del Ca* tal como se ha observado para algunos cationes divalentes que
inhiben la hti-Ca (figura 4a en Espinosa y Darszon, 1995). En el modelo que proponemos (figura
8C), el Na' permea por una via sensible a concentraciones micromolares de Ca® externo, en

presencia del divalente, la permeabilidad aumentada al Na* se pierde. Pensamos que esa via puede
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ser un canal de Na' o un canal de Ca®. Ya que 100 uM de DDF bloquea ~ 90% de la corriente
de Ca” tipo T de células espermatogénicas (figura 17), es factible que este canal permita el influjo
del Na™ al espermatozoide en medios depletados de Ca™.

Ademas del AN y del DDF, resultados preliminares indican que una gama de otros
bloqueadores de flujos anidénicos como el NPPB y el dipiradimol también inhiben en forma
importante [a hti-Ca. Se sabe que los flujos de CI" sensibles a estos compuestos pueden estar
asociados a los flujos de algin cation como el Na” 0 el K™, y que en conjunto pueden participar en
la regulacion osmotica de las células (Brochiero et al,, 1995; Hall et al., 1996, Kanli y Norderhus,
1998). Los flujos idnicos durante la regulacion osmotica se pueden llevar a cabo a través de
canales i6nicos, la bomba de Na/K™ y transportadores de aminoacidos que participan en la
neurotransmision (v.gr. GABA, serotonina) (Kanner, 1994; Sonders y Amara, 1995). En el
espermatozoide de mamifero ha sido demostrada la presencia del transportador GATI
(transportador de GABA, Aanesen et al., 1996). No sabemos si un fendmeno de regulacion
osmotica opera durante la hti-Ca, pero el efecto de la ouabaina y de los bloqueadores aniénicos
sobre la hti-Ca asi lo sugieren. Otra posible explicacion para la inhibicién total de hti-Ca por el
DDF es que el canal anionico afectado por este farmaco esté intimamente relacionado con otras
permeabilidades membranales. Como los flujos de los diferentes iones que participan en la
regulacion osmética son interdependientes, el DDF podria ejercer un 100% de inhibicion al
bloquear totalmente un canal de CI".

Los resultados muestran también que el GABA y el AN modulan a la hti-Ca (Figura 13).
Bajas concentraciones de GABA (~ 4 uM) potencian la hti-Ca alrededor del 50 %. Igualmente
bajas concentraciones de AN estimulan la hti-Ca. Es interesante que sélo a concentraciones > 2.5
pM, el AN inhibe la hti-Ca. Cuando ambos moduladores se usaron en forma combinada, el
bloqueo por el AN fue mayor. En estos experimentos, se fue variando la concentracion de GABA
a una misma concentracion de AN, como se observa en la (Figura 13). En presencia de 200 pM
de GABA, la sensibilidad al AN fue ~ 20 veces mayor a la que mostré en ausencia del agonista.
Estos resultados son similares a los reportados en estudios electrofisiologicos sobre canales
de Cl- expresados en ovocitos de Xenopus leavis en donde se estudio el efecto del ANy
otros fenamatos (antiinflamatorios no esteroides), como el acido flufenamico y el mefenamico,

sobre un R-GABA, neuronal. Estos farmacos muestran efectos bimodales sobre dichos canales
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dependiendo de la concentracion del GABA. A bajas concentraciones de GABA los fenamatos
potencian el efecto del GABA en la activacion del R-GABA,, y a concentraciones altas de GABA
los fematos inhiben la corriente (Woodward et al; 1994). Unas de las posibles explicaciones
de los efectos bimodales son:

- Diferentes tipos de R-GABA, (Woodward et al; 1994) 6 de sitios de union con
diferentes afinidades y efectos. Un canal (o sitio de unién) de alta afinidad por el niflimico a! cual
estimula, y otros canales (o sitios) poco afines al niflimico que se inhiben a concentraciones
mayores.

- Se sabe que los fenamatos ademas de afectar a otros tipos de canales i6nicos pueden
afectar e! metabolismo del acido araquidénico cuyos metabolitos pueden inhibir el R-GABA,
(Rabow el al; 1995). A bajas concentraciones los fenamatos inhibirian niveles basales de
metabolitos del acido araquidonico provocando una potenciacion indirecta del R-GABA,. A

concentraciones elevadas los fenamatos podrian bloquear directamente al canal.

El estudio de los flujos ionicos por técnicas electrofisiologicas directas como el patch
clamp son muy dificiles de ser ejecutadas en el espermatozoide por su pequefio tamafio (~ 4 um).
Por ello, aunque la hti-Ca no es un fendomeno fisiologico, la informacion generada a través de su
estudio demuestra que es buen modelo para la caracterizacion de moléculas permeables a iones

que podrian participar en la RA o en otros eventos fisiolégicos del espermatozoide.

IV.2.2 Corrientes aniénicas unitarias en el espermatozoide.

El canal aniénico registrado en este trabajo, presenta varios subestados de
conductancia, asi como rectificacion saliente y una voltaje dependencia importante. Anteriormente
habian sido registrados, usando la técnica de bicapas planas, canales de CI' tanto del erizo de mar
(Morales et al., 1993), como del espermatozoide de raton (Labarca et al., 1995). En ambos casos
los canales muestran una Po muy alta (~0.9). Ademis, la conductancia unitaria del canal idnico
del espermatozoide de raton reconsituidoen bicapas es similar (~ 85 pS) a la observada para el
canal anionico registrado por patch-clamp a + 80 mV. Si bien estas son semejanzas importantes,
los canales aniénicos registrados en bicapas planas no mostraron rectificacién ni la dependencia de

voltaje observadas en este trabajo. Cabe la posibilidad de que los registros en bicapas y por
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patch-clamp, correspondan a canales anionicos andlogos. En este caso las diferencias pueden
deberse a disimilitudes en las condiciones experimentales. Por ejemplo, la rectificacion y la voltaje
dependencia observadas en este trabajo, pueden resultar de un bloqueo dependiente de voltaje por
la presencia de F en la pipeta. Ademas, los canales registrados en bicapas planas estin en un
ambiente lipidico no nativo y en ausencia de la influencia de factores intracelulares, por lo que su
comportamiento no necesariamente es igual al que presentarian en la célula completa.

Los canales anidnicos R-GABA, (en humano y ratén) y el R-Glicina (en cerdo) estin
involucrados en la RA de esas especies (Wistrom y Meizel, 1993; Roldan et al.,1994; Meléndrez y
Meizel, 1996). Ademas, el efecto del AN y del GABA sobre hti-Ca sugieren también la presencia
del R-GABA, en el espermatozoide y su participacion en este proceso. Farmacos de la familia de
los progestagenos potencian la respuesta del R-GABA, neuronal al GABA (Wehling, 1997). En
contraste en el espermatozoide de mamifero, la progesterona activa al canal en ausencia del
GABA, sugiriendo la presencia de una isoforma del R-GABA, particular del espermatozoide
(Wistrom y Meizel, 1993). El canal aniénico registrado en el erizo de mar tiene selectividad
analoga al R-GABA, . Aunque no se puede hablar de un estudio de selectividad con el canal
anidnico en este trabajo, de ser cierta la hipotesis de bloqueo por F, coincidiria también con
propiedades del R-GABA,. Por otro lado, Siegel et al. (1989), reportaron la expresiéon de un
R-GABA,, homopentamero a subunidades B, que se abre ain en ausencia del agonista. No
sabemos la identidad del canal anionico registrado por patch-clamp en el espermatozoide de raton
Si bien hay varias similitudes en los resultados obtenidos en este trabajo y las propiedades del
R-GABA, (sensibilidad al AN de la RA inducida con GABA y de este canal, subestados de
conductancia y "selectividad ionica") se requiere de mayor investigacion para determinar si el

canal anidnico registrado por patch-clamp es de la familia del R-GABA, o de algun otro tipo.

IV.2.3 Inhibicién de la RA.

Se considera que la ZP3 (glicoproteina de la ZP) es el inductor fisiolégico de 1a RA. Sin
embargo, laRA in vitroe también se puede inducir con GABA o con progesterona. Aunque se
desconoce el papel fisiologico de éstos dos ultimos inductores de la RA, se sabe que I[a
progesterona es secretada por las células foliculares que rodean al 6vulo (revisado. en Meizel,

1997). En relacion al GABA, esta presente en el tejido del oviducto en los mamiferos y puede
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ser secretado por dicho tejido hacia el lumen uterino. Ademas, aunque se desconocen los niveles
de GABA en la zona de fecundacion, el R-GABA, ha sido inmunolocalizado en la membrana
plasmatca tanto de las células del cumulus como del espermatozoide mismo (Wistrom y Meizel,
1993), por lo que se ha considerado la posibilidad de que tanto el GABA como la progesterona
pueden estar participando enlaRA in vivo.

En relacion a los flujos idnicos en el espermatozoide de mamifero, durante la RA inducida
tanto con ZP como con progesterona, hay un rapido incremento de [Ca™] (Florman et al;
1989; Blackmore el al., 1990,1991ab; Fraser, 1992; Amoult et al,; 1996a), ademas de un
fluyjo de CI' (Wistrom y Meizel, 1993; Meléndrez y Meizel, 1996, Sabeur et al., 1996).
Actualmente se desconoce si en la RA inducida con GABA hay incremento de la [Ca®']. Hay
evidencias sugiriendo que durante la RA inducida con progesterona o con GABA en el
espermatozoide de humano y de ratén, estd participando el R-GABA,, permitiendo un flujo de
CI'. La RA se inhibe al utilizar picrotoxina y bicuculina, antagonistas del R-GABA ,, o al sustituir
el Cl" externo por un anioén no permeante (Wistrom y Meizel; 1993; Roldan et al; 1994, Shiy
Roldan; 1995). Ademas, en espermatozoides de humano y cerdo, se reporto la participacion de
otro canal de CI activado por ligando en la RA inducida con ZP, el receptor de glicina (R-Gli,
ver abajo) (Meléndrez y Meizel, 1996).

El AN, el DDF y el NPPB inhiben, entre otros, corrientes de Cl activadas por Ca”,
canales de ClI' que participan en osmoregulacion y corrientes de CI' del R-GABA, neuronal
(White y Aylwin, 1990; Baron et al., 1991; Walsh and Wang, 1993; Woodward et al; 1994).
En este trabajo examinamos el efecto de estos farmacos sobre la RA inducida con GABA,
progesterona o ZP. Ademas, el AN inhibe la RA con diferente sensibilidad para cada uno de los
ligandos. La RA es mas sensible al AN cuando se induce con ZP y con GABA (~ IC50 de 1 pyM
y 7 uM, respectivamente). En cambio, cuando se induce con progesterona la IC;es ~ 80 y 10
veces mayor que para los otros ligandos (85 uM). Esto era inesperado ya que la hipétesis
propuesta por Wistrom y Meizel., (1993) es que la progesterona induce la RA al potenciar al
R-GABA, como ha sido observado en otros sistemas (Macdonald , 1995; Rabow, 1995; Wehling
, 1997). Este resultado podria indicar que participan diferentes canales de CI' en la RA inducida
con los distintos agonistas. No se descartan otras posibles explicaciones. Por ejemplo, se sabe que

esteroides como la dihidroprogesterona y la tetrahidroprogesterona pueden inhibir
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alostéricamente la unién de TBPS (antagonista) del R-GABA, neuronal; el muscimol y otros
agonistas como las benzodiacepinas disminuyen también la afinidad del R-GABA, hacia diferentes
agentes generadores de estados convulsivos (Rabow; 1995; Majewska, 1990). Posiblemente la
progesterona ejerce un efecto similar, al disminuir Ia afinidad de su receptor por el AN. Esto a su
vez, explicaria porqué la RA inducida con progesterona es menos sensible al AN que la inducida
con GABA o ZP (figura 16A). Asi mismo, el NPPB y el DDF bloquean la RA (figura 16 B,C).
Las afinidades de la inhibicién de la RA inducida con ZP, progesterona y GABA para el NPPB
fueron de 1, 11 y 1 pM, respectivamente. La inhibicion de la RA inducida con ZP o con
progesterona fue de ~ 50 % con 1 uM del DDF. Pensamos que ¢l blanco de estos inhibidores es
un canal anidénico (posiblemente el R-GABA,). Por otro lado, se sabe que estos compuestos
también inhiben corrientes de canales cationicos, entre ellos los CCDVs (Walsh y Wang, 1993;
Doughty et al., 1998). Por ello, se considerd importante determinar el efecto de estos farmacos
sobre canales cationicos que puedan estar participando en Ja RA. Como se menciond
anteriormente, los estudios farmacolégicos de los canales de Ca®™ tipo T registrados en células
espermatogénicas sugieren su presencia en el espermatozoide maduro y su participacion en la RA
(Santi et al., y Amoult et al, 1996), por lo que se considerd un buen modelo para probar los
bloqueadores de canales anionicos. El DDF y el AN inhibieron las corrientes T con IC50s de 28 y
43 uM. En contraste, el comportamiento de la inhbicion por NPPB, sugiere la presencia de 2
sitios de union con afinidades de ~ 35 nM y 75 uM. En conjunto estos resultados sugieren que el
espermatozoide tiene mas de un tipo de canal idnico sensible a estos farmacos y que, a excepcion
del sitio de alta afinidad para el NPPB, la inhibicion de la RA por estos compuestos se debe
principalmente a su accién sobre un canal aniénico y no sobre el canal de Ca™ tipo T.

(Qué papel juega el flujo de ClI' durante la RA? Pensamos que el efecto de los flujos de CI
sobre la RA se deben esencialmente a su influencia sobre el potencial de membrana del
espermatozoide. Clasicamente, se considera que la activacion del R-GABA, neuronal produce un
efecto inhibitorio al hiperpolarizar la membrana debido al influjo de Cl a la célula. (Dunn et al.,
1994; Macdonald y Olsen, 1994, Djamgoz, 1995; Rabow et al., 1995). Nuestros experimentos de
hti-Ca sugieren que, en efecto, el potencial de inversion del ClI' podria estar favoreciendo su
influjo y la hiperpolarizacion del espermatozoide. Cabe recordar que los espermatzoides

capacitados tienen un potencial de reposo de alrededor de -60 mV (Zeng et al., 1995), potencial

79



al cual un numero superior al 80% de canales tipo T estan inactivados (Santi et al., 1996). De
estar operando este modelo, la apertura del R-GABA, provocaria una hiperpolarizacion
transitoria y la remocion efectiva de la inactivacién de canales de Ca™ tipo T. Esto a su vez,
permitiria una elevacion transitoria de Ca™ a la célula. Esta hipétesis es analoga a la propuesta en
la RA del erizo de mar. El inductor de la RA en esta especie, activa una hiperpolarizacion
transitoria dependiente de K' (Gonzéilez-Martinez et al, 1987) que a su vez es necesaria para
activar la alcalinizacién citoplasmica y una depolarizacion dependiente de Na* y de Ca®. En
contraste, los estudios de RA con progesterona en el espermatozoide de humano, indican que el
Cl' sale de la célula y, por lo tanto, este eflujo depolariza la membrana (Sabeur et al., 1996). En
neuronas no diferenciadas la apertura del R-GABA, induce una depolarizacion (Matt y Lewis,
1994; Obrietan y van de Pol 1995; Obrietan et al., 1996), seguida del incremento de la [Ca™]i a
través de CCDVs. Algo similar podria estar operando en el espermatozoide, el GABA induciria
una depolarizacion via el R-GABA,, la cual a su vez provocaria la apertura del canal tipo T. A
diferencia de la hipotesis anterior (influjo de Cl hiperpolarizante), en este caso gran parte de los
canales T estarian inactivados de inicio lo que podria parecer desventajoso. Esto no
necesariamente es asi si consideramos que, dentro de los modelos de los flujos idnicos durante la
RA, se ha propuesto que varias vias de permeabilidad, que se cree que se abren secuencialmente,
participan en los incrementos de la [Ca™]i. Ademas, se piensa que estas vias estan
intercomunicadas (posiblemente mediante incrementos transitorios de Ca™i (Florman, 1994,
Breitbart y Spungin., 1996; Darszon et al., 1998)). En este sentido, la apertura de los pocos
canales tipo T no inactivados permitiria un incremento de Ca”i que, aunque pequefio, fuera
suficiente para activar otras permeabilidades al Ca™. Este modelo coincide con la observacion
tanto de incrementos transitorios como sostenidos en poblaciones de espermatozoides en
suspension (Bonnacorssi, 1995) o en células unicas (Florman et al., 1994). Entre las otras vias
permeables al Ca™ propuestas estan un canal de Ca* pobremente selectivo (Florman, 1994; Santi
et al, 1998) y el receptor a TIP3 (Walensky y Snyder, 1995, Spungin y Breitbart, 1995) que, en

ambos casos, su activacion se veria favorecida al alcalinizarse el pH durante la RA.
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IV.3 Modulacion de Corrientes T por Albumina.

IV.3.1 Cambios en propiedades biofisicas de ICa-T, inducidos por ASB. La ASB, potencia
las ICa-T de células espermatogénicas. ICa-T se incrementa hasta un 150% con una EC50 de ~5
uM. A diferencia de otros CCDVs, los canales de Ca™ tipo T muestran una fuerte influencia del
voltaje aplicado sobre las cinéticas de activacion e inactivacion, La caracterizacion biofisica de la
potenciacion indica que ASB modifica la dependencia de voltaje y la cinética de estas corrientes.
Los cambios en la dependencia de voltaje pueden resultar, por si solos, en cambios aparentes en
la cinética. En el caso de la potenciacién de corrientes T por ASB, los corrimientos en la
dependencia del voltaje deberian ser de alrededor de a 10 mV (y no de 3 y 5 mV) para dar cuenta
de los cambios cinéticos. Por ejemplo, en la figura 19 A, se observa como el tiempo al pico de la
corriente maxima a -20 mV (7.7 ms) en la presencia de ASB, es menor que para un voltaje
aplicado de -20 o -10 mV (11 y 8.2 ms, respectivamente) en la condicion control. El
desplazamiento en la dependencia de voltaje de ~3 mV contribuiria tan solo con una disminucion
de ~1 ms en el tiempo al pico, por lo que a un voltaje de -20 mV el tiempo al pico deberia ser de
10 ms en la presencia de ASB. Ademas, tanto para la activacion como para la inactivacion, se
observa un desplazamiento en el tiempo minimo al pico independiente de voltaje, donde las
constantes de tiempo para la activacion y la inactivacion son menores en presencia de ASB. Lo
anterior confirma que la adicion de ASB modifica tanto los parametros cinéticos como la
dependencia de voltaje. Por otro lado, las constantes cinéticas y la dependencia de voltaje de la
inactivacién se ven mayormente afectadas por ASB que los mismos parametros para la activacion.
Esto sugiere que el incremento en ICa-T en presencia de ASB no se debe a los cambios en dichos
parametros. Existen entonces dos posibilidades para que las corrientes se incrementen en
presencia de ASB: 1) un aumento en el nimero de canales activables y/o 2) un incremento en la
corriente unitaria de los canales. Santi et al. (1996), estudiaron la recuperacion de la inactivacion
de estas corrientes. Sefialan que la cinética de la recuperacién es dependiente de voltaje y que
presenta dos componentes, uno de ~400 ms (a -80 mV de potencial aplicado durante e} tiempo
interestimulo) y otro mas lento que no determinaron pero que parece estar en el orden de
segundos. Este componente contribuye con alrededor del 20% del proceso de recuperacion. La

ASB podria estar anulando el componente lento o disminuyendo las constantes de ambos,
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participando en parte de la potenciacidn. En acuerdo con esto, experimentos preliminares
recientes en los que se aplica un prepulso (4 s de duracién ) cada vez mas negativo (-80 a -140
mV) entre pulso y pulso, indican que la amplitud de la corriente continia aumentando entre mas
negati-vo sea el prepulso hasta un voltaje de alrededor de -130 mV. Posiblemente las células
espermatogénicas tengan una poblacion silente de canales que requieren de un voltaje muy
negativo (o de regulacion similar a la ejercida por la ASB), para salir de su inactivacion. En
relacién a la conductancia unitaria de los canales, una de las diferencias entre las propiedades de
los canales T y otros CCDVs es que, los primeros, tienen una menor conductancia unitaria (~
7-10 pS) que los segundos (> 14 pS). Meier y Dolphin (1998), reportan 2 subestados de
conductancia para subunidades a.1B, C y E cuando son expresadas en ausencia de subunidades
accesorias. El mivel menor de conductancia corresponde al esperado para canales T. En las
células espermatogénicas de raton, las evidencias experimentales sugirieron inicialmente la
presencia de CCDVs correspondientes al ¢1E (Liévano et al,, 1996), y mas recientemente al a1C
y alG (Carmen Serrano y Claudia Trevifio, no publicado). En este contexto, el aumento en la
conductancia unitaria se deberia a un cambio de subestado de conductancia. Evidentemente, el
aumento de la conductancia unitaria bajo el efecto de la ASB explicaria por si sola la
potenciacion de los canales T. Se requerira hacer registro de canales unitarios para ahondar sobre

esta hipotesis.

IV.3.2 Posibles mecanismos de modulaciéon de 1Ca-T por ASB. ;Como es que ASB modula
ICa-T? Se ha reportado que la albumina sérica modula a corrientes de Ca®™ tipo T registradas por
la técnica de patch-clamp (Chiang et al., 1993; Schmitt y Meves, 1994) y ai receptor de rianodina
estudiado en bicapas planas (Lu et al., 1994; Catinot et al.,, 1997), en otros tipos celulares. Uno
de los mecanismos por los que se piensa que la ASB pudiera estar potenciando ICa-T, es
mediante su interaccion con moléculas hidrofobicas que modulen a canales ionicos.  El
colesterol, la vitamina-D y los esteroides sexuales, tienen una estructura muy parecida. De hecho
todos se derivan de un mismo compuesto, el colesteno (Gore-Langton y Armstrong, 1988).
Clasicamente se considera que los esteroides actian a nivel nuclear regulando la transcripcion,
pero recientemente se ha reconocido que también son moduladores de canales ionicos actuando

sobre receptores de la membrana plasmatica (revisado en: Wehling, 1997). La albimina adsorbe
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eficientemente a estos compuestos. El efecto potenciador de 1a ASB puede deberse a la remocion
de moduladores negativos de canales idnicos. En este trabajo el efecto de ASB sobre ICa-T se
estudid6 para determinar si ocurria a través de la remocidon de colesterol en células
espermatogénicas y si este efecto pudiera formar parte del mecanismo por ¢l cual ASB modula la
fosforilacion en tirosinas durante la capacitacion. Los resultados que obtuvimos indican que el
efecto de ASB sobre ICa-T y sobre la fosforilacion de tirosinas, no implican el mismo mecanismo.
Esta conclusion se deriva de cuatro hallazgos: 1) el efecto de potenciacién de ICa-T en células
espermatogenicas se lleva a cabo en un lapso < 1/10 del tiempo requerido para la capacitacion
(2-5 min. vs 30-90 min.), 2) el suifato de colesterol no satura el efecto de ASB en ICa-T como se
observa en la fosforilacion de tirosinas (Visconti et al., 1998), 3) la ovoalbimina (la cual no une
colesterol) potencia 1Ca-T pero no tiene efecto en la capacitacion (Visconti et al ,1998) y 4) el 17
B-estradiol inhibe ICa-T y su potenciacion por ASB, pero no inhibe la fosforilacion en tirosinas.
La albumina presenta dos cavidades hidrofébicas que ademas de los esteroides, unen una
amplia diversidad de compuestos como acidos grasos, aminoacidos y farmacos (Chen, 1967; He y
Carter, 1992). La modulacién de los canales idnicos puede ser positiva o negativa y depende
tanto del compuesto como del sistema en el que se esta probando. Es decir, un mismo compuesto
(v.gr. acido araquidénico) puede ser inhibitorio (Schmitt y Meves, 1994 ) o potenciador (Kim,
1992; Damron y Bond, 1993) de flujos idnicos. Muchas de las fracciones comerciales de ASB
comunmente utilizadas en experimentacion contienen gran cantidad de lipidos (Chen, 1966,
Chiang et al., 1993). Por lo tanto, el efecto potenciador de ASB puede deberse no a la remocion
membranal de moléculas que modulan negativamente al canal tipo T de manera "constitutiva",
sino, por el contrario, a la presencia de moduladores positivos asociados a la ASB. Por ello,
probamos el efecto de una fraccion de ASB libre de acidos grasos. Esta fraccion de ASB también
potencia ICa-T (figura 20). Este resultado indica que la ASB no contribuye con algun lipido
externo que potencie ICa-T, pero no resuelve la pregunta de que molécula esta removiendo o si
es la proteina misma la que ejerce su efecto como se propone en la potenciacion del receptor de
rianodina. Los experimentos con el 17 B-estradiol no permiten definir si la accién de potenciacion
de ICa-T se debe a que la ASB remueve la inhibicion que el estradiol ejerce sobre este canal. Por
el contrario, la potenciacion de ICa-T con la ovoalbimina (que no une colesterol y

probablemente tampoco estradiol) sugiere que son eventos independientes.
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Otra hipdtesis propuesta es que la ASB adsorbida a la membrana aumenta su densidad de
carga negativa superficial (Schmitt y Meves, 1994; Catinot et al., 1997). En consecuencia, se
incrementa la concentracion local de Ca* | la fuerza electromotriz y la conductancia de canales
de Ca*. Un efecto similar se ha visto con polianiones como la heparina en el canal de rianodina
(Bezprozvany et al., 1994). Pensamos que este mecanismo es poco probable ya que en células
NG108-15 que tienen CCVDs tanto del tipo T como de alto umbral, la ASB sélo potencio las
corrientes de bajo umbral (Schmitt y Meves, 1994). Ademas, en este trabajo usamos heparina al
0.27% (que asumiendo un peso molecular promedio de 18 kDa, corresponde a una concentracion
de 75 pM) y tampoco tuvo efecto sobre las ICa-T de células espermatogénicas (potenciacion de 5
+ 5 % por heparina vs 43 + 6 % por ASB (n= 4), no se muestra).

Por otro lado, experimentos preliminares sugieren que la potenciacion de ICa-T por ASB
es dependiente de Ca> externo (pero no de Ba™) y susceptible a la tripsinizacién. El Ba”
sustituye eficientemente al Ca** como i6n acarreador de corriente a través de canales de Ca™ pero
no es un buen sustituto en otro tipo de procesos que dependen de este divalente. Por ejemplo,
varios divalentes (excepto el Ba®™) como el Mn™, el Cd™ y el Co™ mimetizan la hti-Ca en el
espermatozoide de raton (Espinosa y Darszon, 1995) y el Mn™ y el Sr* (pero no el Mg™ ni el
Ba®) sustituyen al Ca™ externo en la RA en el espermatozoide de carnero inducida artificialmente
con el ionéforo A-23187 (Roldan y Fragio, 1993). Es posible entonces que la ASB module
directamente a un "receptor" membranal durante la potenciacion de ICa-T y que la interaccion de
ambas moléculas o la actividad de ese receptor dependan de la presencia de Ca* externo. Se sabe
que la motilidad espermatica, la capacitacién y la RA se modulan por proteasas membranales
(revisado en Lee y Weli, 1994). Se ha demostrado que diversas proteasas pueden modular canales
de Na' (Vallet et a., 1997; Chraibi et al., 1998), de rianodina (Rardon et al., 1990,
Shoshan-Barmatz et al., 1994; Shevchenko et al., 1998), corrientes de Ca®* activadas por
liberacién de Ca® de pozas internas (Icrac, Somasundaram et al,, 1997) y CCDVs (Baron et al
1993; De Jongh et al., 1994; Seyd! et al, 1995; Hell et al,, 1996), asi como otros moléculas
integrales de membrana (Jakobs y Grandt 1998; Okamura et al., 1990; Adeniran et al., 1995). La
RA y los incrementos en la [Ca”™]i inducidos con progesterona, son abolidos en presencia de
inhibidores de serin proteasas (Pillai y Meizel, 1991; Llanos y Anabalon, 1996). Se piensa que la

heparina modula los niveles de Ca™ durante I capacitacion del espermatozoide de toro al
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interactuar con una proteasa membranal (Cérdoba et al.,, 1997). Ademis, se sabe que la actividad
proteolitica de muchas de estas enzimas dependende de Ca™. Algunas proteasas requieren de
concentraciones milimolares de Ca®* mientras que otras son activas a concentraciones < 0.1 uM
(Shoshan-Barmatz et al., 1994; Vachova, 1996; Michetti et al., 1997). Es interesante destacar que
tanto la potenciacion de canales CCDV por ASB (Chiang et al., 1993; Schmitt y Meves, 1994),
como por trombina (Baron et al., 1993), son irreversibles. La ICa-T en células espermatogénicas
tiene un comportamiento similar. Esto puede indicar que la potenciacion de ICa-T (por ASB o
alglin otro "agonista") se da en situaciones especificas que no requieren de retornar a la condicion
inicial (v.gr., para diferenciacién celular durante la espermatogénesis, durante la capacitacion, o
durante la RA). Otra posible explicacion es que la irrevesibilidad se deba a las condiciones
experimentales utilizadas. En todos estos casos las corrientes de Ca™ se registraron en la
configuracion de célula completa. En esta condiciéon se dializan componentes solubles del
citoplasma lo que puede alterar la regulacion de los canales idnicos e inclusive provocar pérdida
total de sus corrientes. Esto parece estar operando en las células espermatogénicas ya que si se
incuban en presencia de ASB y se lavan antes de sellar a la célula para el registro, una segunda
aplicacion de ASB induce la potenciacion esperada. Por el momento desconocemos si un
mecanismo en el que participan proteasas endogenas opera durante la potenciacion de ICa-T por

ASB. Se disefiaran experimentos para determinar la veracidad de esta hipotesis.
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V. CONCLUSIONES.

- EI DDF (I1C50 1 pM) y el AN (IC50 43 uM) inhiben hti-Ca indicando la participacién de canales

aniénicos en este proceso.

- El AN (a concentraciones submicromolares) y el GABA potencian la hiperpolarizacion
transitoria inducida con Ca® hasta en un 30 y un 50%, respectivamente. En experimentos donde
se combinan ambos moduladores se observa que el GABA produce mayor sensibilidad de la
hti-Ca a la inhibicién por AN. La modulacién bimodal de hti-Ca por GABA y AN documentada
en este trabajo es similar a los resultados observados en estudios electrofisiologicos del R-GABA

neuronal. Lo anterior respalda la hipdtesis de que el R-GABA, participa en la hti-Ca.

- La potencia de inhibicién del AN, DDF y NPPB es mayor para fa RA (y en el caso del AN, para
el canal anidnico de! espermatozoide) que para ICa-T de células espermatogénicas. Estos
resultados sugieren que dichos compuestos inhiben la RA actuando principalemente sobre canales
anibnicos (posiblemente el R-GABA,) y resaltan la importancia de estas vias de permeabilidad

i6nica en la RA inducida con los diferente agonistas utilizados (ZP,GABA y progesterona).

- La albimina sérica potencia hasta en un 50% ICa-T en células espermatogénicas. El mecanismo
de potenciacion se desconoce, pero nuestros resultados indican que difiere de su efecto en la
fosforilacion en tirosinas durante la capacitacion. Estos datos sugieren un mecanismo adicional al
anteriormente propuesto por el cual la ASB podria estar modulando la capacitacion del

espermatozoide de raton.
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VIL. PERSPECTIVAS.

- Los estudios sobre la hti-Ca demuestran la presencia de varios transportadores ionicos
en la membrana plasmatica y sugieren su participacion en eventos relevantes para la fisiologia del
espermatozoide. Hasta ahora solo se investigd el efecto de moduladores externos, queda por

caracterizar que vias de transduccion de sefiales participan en la hti-Ca.

- Los bloqueadores de canales anionicos utilizados en este trabajo para inhibir ia RA
podrian servir en la contracepciéon humana. Su empleo practico dependeria de la distribucion que
muestren en fluidos uterinos y de su baja toxicidad. Los fenamatos (a los cuales pertenece el AN)
se utilizan comercialmente como antiinflamatorios no esteroideos (Woodward et al., 1994) y en
problemas del puerperio de la mujer. Desconocemos si el NPPB o el DDF se utilizan
comercialmente, por lo que el AN es el farmaco de eleccion para iniciar la investigacion a este
nivel. En experimentos preliminares en el raton, el AN resultd poco eficiente en la contracepcion
y altamente toxico. Su baja eficiencia puede deberse a una pobre distribucion en la zona de
fecundacion. Alternativamente estos compuestos pueden servir para el disefio de otros farmacos

que alcancen concentraciones efectivas en el tejido blanco y de menor toxicidad.

- La pobre eficiencia de sellado en el espermatozoide de raton no permitié la
caracterizacion detallada de sus canales por la técnica de patch-clamp. Ademas de los problemas
estéricos (célula pequeia y aplanada), la membrana del espermatozoide es relativamente rigida y
contiene gran cantidad de glicocalix. Es posible que estas propiedades eviten la interaccion intima
entre membrana y pipeta. Se podrian hacer tratamientos de la membrana (como el rasurado

enzimatico con glicosidasas) en el intento de mejorar la eficiencia del sellado.

- El efecto de la potenciacion de ICa-T por albimina podria estar participando en la
fisidlogia de las células espermatogénicas ast como del espermatozoide. Es importante determinar
el mecanismo de la potenciacion. Para ello se deberd ahondar en la posible intervencion de
proteasas membranales y de algin factor citoplasmico que se dialice durante el registro (y del que

parece depender su reversibilidad).
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Abstract lon channels lie at the heart of gamete signaling.
Understanding their regulation will improve our knowledge of
sperm physiology, and may lead to novel contraceptive strategies.
Sperm are tiny ( ~ 3 um diameter) and, until now, direct evidence
of ion channel activity in these cells was lacking. Using patch-
clamp recording we document here, for the first time, the
presence of cationic and anionic channels in mouse sperm, Anion
selective channels were blocked by niftumic acid (NA) (IC50 =
11 pM). The blocker was effective also in inhibiting the acrosome
reaction induced by the zona pellucida, GABA or progesterone.
These observations suggest that Ci~ channels participate in the
sperm acrosome reaction in mammals.
© 1998 Federation of European Biochemical Societies.

Kev words: Acrosome reaction: fon channel: Niflumic acid:
Sperm patch-clamp recording

1. Introduction

lon channels are deeply involved in the egg-sperm dialogue.
Components from the outer layer of the egg induce changes in
sperm permeability to ions which. depending on the species,
regulate sperm motility, chemotaxis and the acrosome reac-
tion (AR). This reaction is required for sperm to fertilize the
egg in many species. including man. The egg's extracellular
matrix. the zona pellucida (ZP). induces the AR in mammals
{l]. Nonetheless, other agents like y-aminobutiric acid
{GABA) and progesterone can induce this reaction [2-6].
The sperm AR is inhibited by ion channel blockers, evidenc-
ing their predominant role in this process, and their suitability
as targets for contraception [7].

Due to the smail size of sperm thus far only planar bilayer
techniques have yielded direct information about their ion
channels [8-12]. To explore how ion channels participate in
the AR we have recorded single channel currents directly from
mouse sperm. Here, using patch-clamp recording we docu-
ment. for the first time, the presence of cation and anion
channels in mammalian sperm head plasma membrane. Anion
selective channels were blocked by niffiumic acid (NA)
(IC3p =11 uM). The blocker inhibits also the acrosome reac-
tion induced by the zona pellucida, GABA or progesterone,
suggesting that Ci~ channels participate in the sperm AR in
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mammals. Voltage-gated Cl™ currents. blocked by uM NA
(1C-, = 100 uM). were monitored also in pachytene crermatna.
cytes [13-15], indicating that NA sensitive C|~ channels are
expressed early in spermatocyte differentiation.

2. Materials and methods

21 Sperm collection und AR induciion

Sperm were obtained from CD-1 mice >3{ months killed by cer-
vical dislocation. The cells were collected from excised epididymides
as described [16]. Cells (3.6 x 10°/ml) were suspended in M-199 media
(from Sigma) supplemented with 25 mM NaHCO,. | mM sodium
pyrunvate and 0.4" glucose. and were capacitated at 37°C for 30 min
in 5% CO. atmosphere. Thereafter the agents (heat-solubilized ZP.
progesterone or GABA) were added and cells were left 1o acrosome
react tor 30 min. Inhibition was studied with the same procedure
except that the blocker was added 5 min prior to the agonist. Af
the end of the experiment AR wus determined by established proce-
Jures [17.18]. A minimum of 10{ sperm were counted under light field
microscopy and expressed as the fraction of reacted sperm induced by
the agonist vs. a maximum of reacted sperm obtained with the Ca’*
ionophore A-23187 (AR/ARA-23y at 15 pM.

2.2 Elecrrophvsiology

22.1. Sperm.  Seals were obtained using Kimax or 7052 glass pi-
pettes having > 5 megaohms resistance and < 1 um of tip diameter.
Sperm were rinsed for 10 min in (mM): 60 NaCl 150 sucrose. 20
sodium lactate. 1 sodium pyruvate. 5.6 glucose, 1 EDTA. 10 benza-
midine and 20 pg/ml aprotinin: pH 8.4, pelleted at 325 xg for 10 min
at room temperature in cylindrical 2 ml! Eppendorf tubes before
patch-clamping them. The pelleted cells were resuspended. left for
10 min a1 20-23°C and then placed on ice. An aliquot was allowed
10 settle for 5-10 min on a coverslip and placed in a recording cham-
ber on the stage of an inverted microscope (Niken Diaphot TMD,
Nikon Corp.) endowed with Hoffman Optics. Experiments were done
at 20-23°C and curTents monitored with and Axoclamp 1-B amplifier
(Axon instrumems. Foster City, CA). sampling ar 10-25 kHz. and
filtering at 2-5 kHz. Data analysis was performed with Pclampé rou-
tines. Patch-clamping the sperm head is laborious due to its small size
and flainess, A perpendicular approach between pipette and cell sur-
face is necessary to achicve high resistance seals { > | giguohms. Fig.
1A). This occurred only in ~7% of trials, out of which ~ 80% dis-
played single channel activity. In 25% of the high resistance seals
spontaneous excised patches were oblained. In this cases the polarity
of the membrane patch was not known. Excised patches were lost
very rapidly, therefore. jon substitution experiments were not possible
and data were acquired only with the solution used during sealing.
Analysis was done only on records with > 5 megachms of seal resist-
ance. Apparent permeability on excised patches were calcujated ac-
cording to [19). The solutions in pipetie and in bath employed in
sperm patch-clamp experiments are indicated in the figure legends.

2.2.2. Spermaiogenic cells. Testis from aduli CD-1 mice were used
as a source of germ ceils. Spermatogenic cells were obtained as de-
scribed {13.14). The dissociated cells were stored at 4-10°C and re-
mained healthy for at least 12 h. An aliquot of the cell suspension was
placed in a recording chamber superfused with recording medium
(in mM: 130 NaCl, 3 KCL. 10 CaCly, 2 MgCl,, 1 NaHCO,. 0.5
NaH.PO,. 5 Na-HEPES, 5 glucose. 0.16 amiloride. pH 7.35) at 20-
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lenw | 10 pA
l 2.8 sec

Fig. 1. Direct single channel recording in mouse sperm. A: The center shows a micro-photograph of a patch-ciamped mouse sperm (head
sperm width = ~3 uM}. Schematic representations of perpendicular approaches to sperm are illustrated on both sides of the photo. B: Singte
channel activity in an excised patch. The pipette was filled with (in mM): 30 NF, 120 NaCl, 0.1 GABA. 10 HEPES, pH 7.2. The bath solution
was {in mM): 145 NaCl. 10 MgCl,. 2.5 CaCly. 10 HEPES., pH 7.4. The trace obtained at —40 mV shows the presence of mainly two types of
transitions (see text). The discontinuous line indicates zero current (C. closed state).

23°C. The solution in the pipette was (in mM): 110 Cs-Methanesul- routinely to minimize leak and capacitive currents from current re-
fonate, 10 CsF. 15 CsCl. 2 Cs-EGTA. 4 ATP-Mg. 10 phosphocrea- cords [20].
tine, 5 Cs-HEPES, pH 7.35. Glass borosilicate pipettes were pulled to
tip diameters of about 1.5 um. having resistances between 2 and § 2.3. Membrane potential measurements
megaohms when filled with pipette solution. Records were low-pass In cell attached experiments (Fig. 3) real ionic cytoplasmic concen-
filtered at 2 kHz {4-pole Bessel fiter). A p/4 pulse protocel was used trations are not known for the paiched cell. Membrane potential (¥,)
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Fig. 2. Cationic channels. The traces shown in this figure were recorded on spontaneous excised patches at the indicated vpllages. A fast mouse
sperm cation channel displaying several conductance levels. Kinetic analysis yielded basically a monoexponential closing time constamt of
082+0.27 ms at ~60 mV. and opening time constants of 4.3+ 1 ms and 534 12 ms. Left inset shows a 20-fold time expan_sion of the '!ndicaled
area of the burst at —60 mV. Right inset shows a burst from the same recording at —60 mV (identical scales). Solutions were (ln‘mM):
145 NaCl. 2.5 CaCly. 10 MgCl., 10 HEPES-Na. pH 7.4 (in bath): and. 120 CsCl. 0.05 CaCl;. 10 EGTA-Cs. 10 HEPES-Cs. pH 7.2 (in pipelte).
Similar transitions were observed in 12 experiments. B: [-V relations of the channel in A, E,. =10 mV. The inset shows the I-V relation of
the targest conductance, C: Representative traces of a slow high-conducting channel showing twe main conductance levels. Similar transitions
were observed in 11 experimenis. D: 1-V relations of the channel in C. Solutions were (in mM): bath as in A; and in the pipette; 30 KF,
90 KCl. 0.05 CuCly. 10 EGTA-K and 10 HEPES-K. pH 7.2. Smaller fast cationic transitions similar to those in A are also present.
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Fig. 3. Mouse sperm anion channels. A: Anion single channe] Lransitions at the indicated pipette potentials recorded in the cell attached config-
uration. The pipette contained (mM): 120 NaCl, 30 NaF. 10 HEPES-Na. pH 7.6. B: 1-V relauons from A showing outward rectification at

high positive applied potentials. Slope conductances of 22, 30 and 41 pS were measured in the linear region. E,., averaged —30t5 mV (n=1),
which considering the resting potential of sperm under equivalent conditions {—85 mV, see Section 2) and 10 mM CI” in the sperm cytoplasm
{22}. indicates anion selectivity. C: Open probability (P, of the anion channe! measured during 6.4 s at cach pipetie potential {17).
determinations in sperm suspensions were done as i [21] using DiS- 3. Results and discussion

C;(5). a V.. sensitive fluorophore. The resting potential of sperm
suspended in the external solution (TEA-C1 60. TEA-MeSQ, 70, 10

CaCly. pH 7.4} used for cell attached experiments was estimated 10 be To explore the in situ characienstics of'vsperm ion channels,
-85+ 7 mV (n=8). The internal K~ concentration used for this calcu- we recorded single channel currents directly from mouse
lations was 120 mM [22]. sperm. Single channel currents could be recorded in 42
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Fig. 4. Niflumic acid (NA) blocks a mouse sperm C1~ channel and the AR induced by ZP3. GABA and progesteronc. A: Conditions were as
in Fig. 3. Voltage in pipette was 30 mV in all cell attached records shown. The control trace is at the top. the following traces were taken 10
min apart. after perfusing the external chamber with control solution plus 20 M (middle trace) or 100 pM (lower trace} NA. B: Dose depend-
ence of channel blockade by NA {average£SE.M.. n=3). C: NA inhibits the mouse sperm acrosome reaction (AR) induced by GABA (0.1
pM). progesterone (45 uM) and solubilized zona pellucida (5 ZP/ul). AR and its inhibition were determined as indicated in Section 2. The bars
represent the average + S.E.M. (n=5) of the ratio % AR under a certain condition (C. control: G, GABA; N, NA: P, progesterone; ZP, zona
peliucida) and the AR achieved with the Ca®" jonophore A-23187 (ARA-23). The numbers under the bars are the [C5 determined in five con-
centration dependence experiments.
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patches, 14 of which were excised patches. the remaining ones
corresponding to cell attached patches. Fig. 1B shows single
channel activity in an excised patch at —40 mV. Mainly. two
types of current transitions can be observed: (1) fast transi-
tions that occur in bursts; and (2) smaller upward transitions
(inset below). In addition. a slow high-conducting channel
similar to the one of Fig. 2C. was also observed during this
recording (not shown).

Single channel currents shown in Fig. 2A were monitored in
an excised patch at different appiied voltages. These transi-
tions have fast kinetics with spike shaped transitions being the
most common. although square shaped transitions are also
present (see record at higher resclution and the bursting peri-
od in Fig. 2A). From the I-V plots. which have an E,. =10
mV.a PNa™/PCs™ of 1.5 (150 Nag /145 Cs[.,., ) was calcu-
lated. In a separate experiment PNa~/PK~ was (.71, indicat-
ing a permeability sequence K~ > Na~ > Cs™. analogous to
that seen in bilayers (K~ > Rb™ >Na~ > Cs™) for a cAMP-
activated sea urchin sperm cationic channel [12]. Similar single
channel currents were recorded in four excised patches and
eight cell attached ones. In three experiments where transi-
tions were recorded at various voltages. P, did not vary sig-
nificantly (0.012+0.022 in the £ 100 mV range). In ~ 25% of
the experiments where fast cationic transitions were seen,
burst periods with P, > 0.3 were observed between voltages
=+40 mV or s—40 mV (inset in Fig. 2A). The pattern of the
transitions is also reminiscent of a mouse sperm cationic chan-
nel detected in planar biluvers [11). Moreover. the poor selec-
uvity of this channel suggests it could participate in the ZP
induced depolarization during mouse and bull sperm AR [23].

Fig. 2C shows a record of an excised patch displaying slow-
er cationic transitions with main conductance substrates of
207 and 318 pS (£, =11 mV: PCa" /PNa~ =6: assuming
PNa"/PK " =1). Similar transitions were recorded in 1! ex-
periments teight cell attached and three excised patches). Pla-
nar biluver studies indicated the presence of a similar high
conductance, poorly selective cationic channel that allows di-
valents through. in sea urchin [24] and mouse sperm plasma
membranes [10.11]. Patch-clamp recording shows that this
cation selective channel displays slow kinetics with long
open times (tenths of milliseconds to seconds). resembling
the behavior of the Ca”" selective channe! reconstituted in
planar lipid bilayers.

In three experiments it was possible to record channel cur-
rents that were blocked by NA (a Cl™ channel blocker. Figs. 3
and 4), Fig. 3A shows single channel currents monitored at
different applied voltages. lnspection of the records revealed
the presence of open substrates with conductances of 22. 30
and 41 pS. measured in the ohmic region of the [-V relation.
The reversal potential, —30 mV. is consistent with that pre-
dicted tor an anion selective channel, assuming a resting po-

tential of —85 mV (see Section 2. Fig. 3B). At more positive .

pipette potentials. the channel rectifies. probably due to the
presence of 30 mM F~ in the pipette. Some CI~ channels are
known to have a low F~ permeability (PCI~IPF~ =30: [25]).
P, of the channel increases as the applied potential becomnes
. more positive (Fig, 3C). Blockade by NA was dose-dependent
{1C;, =11 pM. Fig. 4A. B). Lipid bilayer studies had also
shown the presence of anion channels in sea urchin [26] and
mouse sperm plasma membranes [11.27].

Several reports indicate the participation of CI™ channels in
sperm physiology. NA was reported to inhibit a Ca”~ induced

F. Espinosa et alIFEBS Letters 426 11998 47-5}
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Fiz. 5. NA blocks outward whole cell currents resulting from C\”
infiux in pachviene spermatocyles. Spermatogenic cetls and whole-
cell recordings were obtained as described in Section 2. Patch pi-
pettes were filled with (in mM): 110 Cs-Methanesulfonute, 10 CsF.
15 CsCl. 2 Cs-EGTA., 4 ATP-Mg. 10 phosphocreatine. 3 Cs-
BEPES. pH 7.35: the bath soiution comained {in mMy: 130 NaCh
3 KCh 2 MgCla, | NaHCO;. 0.5 NaH.PO;. 5 Na-HEPES. § glu-
cose. 10 CaCly. 0.16 amiloride. pH 7.35. Currents were triggered by
depolarizations from —40 mV holding potential up to 100 mV in
15 mV steps. A: Cl™ currents elicited at 40 mV (top shows voltage
protocol) and their block by 200 uM NA. B: 1-V relation of the
Cl~ currents in mouse pachytene spermatocytes (filled triangles).
and their blockade (squares) and recovery {empty triangles) after ex-
posure to 200 pM NA. The points represent the average of three
experiments. the standard deviation was smaller than the symbaols.
The estimated 1Cy, was 100 pM.

hyperpolarization which is partially driven by C1™ in mouse
sperm [21]. External C1~, and putative GABA4-R channels
have been implicated in the GABA and progesterone induced
AR in human and mouse sperm {4.5.28]. In porcine and hu-

-man sperm, Glycine receptor activation was reported to elicit

AR [29] and C1~ efflux {30). In other cell sysitems. NA and
other fenamates (non-stercidal anti-inflammatory drugs) have
been shown to block Ca®~-activated C1” channels [31.32). as
well as an heterologously expressed GABA (-R [33]. More-
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over. Sigel et al. ([989). reported the expression of a rat §
homopentamer GABA,-R which opens in the absence of
GABA [34]. Future experiments will have 1o be done to de-
termine if the sperm C1” channel reported here is of the
GABA R type.

Since NA blocks CI™ channels in mouse sperm and in other
systems. the effect of this compound was tested on the AR,
NA blocked the AR induced by GABA (0.125 uM). proges-
terone {43 pM) or solubilized zona peliucida (5 ZP/ui) (Fig.
4C). The ZP3 and GABA induced AR was more sensitive to
NA (IC;, of ! and 7 pM. respectively} than that induced by
progesterone (84 pM). This was unexpected since it has been
proposed thatl progesterone triggers the AR by potentiating
the GABA -R channel [2.4.5]. This result may indicate that
distinct C1™ channels participate in AR induced by the differ-
ent 4gonists. Alternatively. progesterone could modulate two
different surfuce sperm receptors one coupled to a Ca’~ chan-
nel [2.35.36] and the other. a GABA-R type. which upon
progestin binding decreases its affinity for NA [29.37).

We investigated further whether spermatogenic cells are en-
dowed with NA sensitive €17 channels. C17 currents. acti-
vated by depolarization. and blocked by NA (1C-, 100 uM).
could be monitored in pachytene spermatocyvies (Fig. 5).
These results show that NA sensitive Cl™ channels are ex-
pressed early in spermatocyte differentiation. However. at dif-
ference with anion channels present in the sperm. C1- chan-
nels in spermatocytes display a lower affinity for this blocker.

At the least. our results lead 10 the conclusion that mouse
sperm. and spermatocstes. as early as pachytene. are endowed
with Cl  channels blocked by NA. Furthermore. the cumu-
lated experimental evidence suggests that mouse sperm €17
channels may participate in the AR induced by ZP3 and
GABA. It is possible that one of these C17 channels is an
isoform of the GABA ,-R. and that mammalian sperm posses
more than one mechanism capable of triggering the evenls
leading 1o the fusion of the acrosomal vesicle.
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ABSTRACT

The direct electrophysiological characterization of sperm Ca* channels has been precluded by their small
size and flat shape. An alternative to study these channels is to use spermatogenic cells, the progenitors of sperm,
which are larger and easier to patch-clamp. In mouse and rat, the only voltage-dependent Ca™ currents these cells
display are of the T-type. Since compounds that block these currents inhibit the sperm acrosome reaction (AR), it is
likely that they are fundamental for this process. Other ion transport systems participate in the AR. Recent single
channel recordings in mousc sperm revealed the presence of a CI' channel. This channel and the zona
pellucida-induced AR were inhibited by niftamic acid (NA), an anion channel blocker (Espinosa ¢t al.,, 1998).
Since NA and other anion channel blockers modulate cationic channels as well, it became important to determine
if they affect the T-type Ca®™ currents of spermatogenic cells. These currents were blocked in a voltage dependent
manner by NA, 1,9 dideoxyforskolin (DDF), and 3-nitro-2(3-phenylpropylaming) benzoic acid (NPPB). The IC50s
at -20 mV were: 43 uM for NA, 28 uM for DDF, and 15 uM for NPPB. Moreover, DDF partially inhibited the
ZP-induced AR (40 % at 1 uM) and NPPB displayed an IC50 of 6 uM for this reaction. These results indicate that
NA and DDF do not inhibit the ZP-induced AR by blocking T-type Ca®™ currents, a possibility that remains open
for NPPB. Interestingly 200 uM NA was basically unable to inhibit «1E Ca™ channels expressed in Xenopus
oocytes, questioning that this a subunit codes for the T-type Ca* channels present in spermatogenic cells.
Evidence for the presence of alC and «lG in mouse pachylenc spematocytes and in round and condensing
spermatids is presented.




INTRODUCTION

The acrosome reaction (AR) is an exocytotic event triggered when sperm contact the extracellular layers
of the oocyte, This reaction allows sperm to penctrate and fuse with the egg (Wassarman and Litscher, 1995). Ionic
fluxes are fundamental for the AR to occur, both in mammals and in marine invertebrates (reviewed in Darszon et
al., 1998). The AR requires an increase in intracellular Ca™ ([Ca™]) which depends on external Ca** (Florman et
al., 1998). Ca® channel antagonists, preclude the [Ca*), increase and inhibit AR (Schackmann, 1989). These
results demonstrate the fundamental participation of voltage dependent Ca* channels (VDCC) in the AR (Darszon
etal, 1998).

The electrophysiological characterization of mammalian sperm Ca* channels has been very difficult.
Sperm are tiny morphologically complex cells, unable to synthesize proteins (Hetch, 1988). Their progenitors, the
spermatogenic cells, synthesize the ion channels that will end up in mature sperm. Pachytene spermatocytes and
round and condensing spermatids are at the later stages of differentiation, are translationally active, and much
larger than sperm, therefore easier to patch-clamp (Hagiwara and Kawa, 1984; Liévano et al., 1996, Santi et al,,

1996; Arnoult et al., 1996b). Transcripts for o.1E and to a minor extent a1l A, subunits that code for the pore and

voltage sensor of different voltage-activated Ca** channels, were found to be present in pachytene spermatocytes
and in round spermatids (Liévano et al., 1996). These cells only display T-type Ca® channels (Santi et al., 1996;
Arnoult et al.,, 1996). The T-type Ca™ currents of spermatogenic cells are blocked by Ni**, dihydropyridines and
amiloride, at concentrations that inhibit the sperm AR, which suggests they play a key role in this process (Liévano
et al,, 1996, Arnoult et al., 1996). Even though T-type Ca®™ channels from brain and heart were recently cloned
(Williams et al., 1998; Cribbs et al., 1998), it is still not clear which a1 subunit codes for T-type Ca** channels in
spermatogenic cells and other tissues (Meir and Dolphin, 1998; Piedras-Renteria et al., 1997, Piedras-Renteria and
Tsien, 1998).

Cl" channels have been implicated in the mammalian sperm AR (Wistrom and Meizel, 1993; Meizel ,
1995). The first single channel recordings in mouse sperm revealed the presence of a niflumic acid (NA) sensitive
CI' channel (Espinosa et al., 1998). Interestingly, the ZP and GABA induced AR were inhibited by similar uM
concentrations of NA, suggesting the participation of this anion channel in the reaction. However, NA and other
anion channel blockers (White and Ayiwin, 1990; Tilman et al., 1991) have been shown to modulate diverse
cationic channels both positively or negatively. For example NA increases the open probability of single channel
transitions (Ottolia and Toro, 1994), and the macroscopic currents (Gribkoff et at, 1996) of heterologously
expressed Ca**-dependent K* channels. In contrast, NMDA (Lerma and Martin del Rio, 1991) and nicotinic
(Séguéla et al., 1993) receptors, are negatively modulated by NA. T-type Ca® channels could also be targets of this
blockers. In this study the anion channel antagonists, NA, DDF and NPPB were found to block the T-type Ca*
currents of pachytene spermatocytes and the mouse spermn AR. alE channels expressed in Xenopus oocytes were
basically insensitive to 200 pM NA. Evidence is presented for the presence of 1C and «1G in spermatogenic
cells.

MATERIALS AND METHODS

Materials. Essential and non essential amino acids IX, M-199, collagenase, BSA, NA, DDF were from Sigma,
San Luis. Trizol, Superscript pre-amplification system, Taq DNA polymerase, 1 kb DNA ladder from
GIBCO-BRL, Gaithersburg MD. Other reagents and salts were from the highest quality commercially available.

Spermatogenic cell dissociation and purification. Testis from adult CD-1 mice were used as a source of germ
cells. They were decapsulated, and the seminiferous tubules suspended in EKRB (in mM: 120.1 NaCl, 4.8 KCl,
25.2 NaHCO,, 1.2 KH,PO,, 1.2 MgSO,, 1.3 CaCl,, 11 glucose, 1 glutamine, 1X essential and non essential amino
acids, adjusted to pH 7.2 with CO,. Spermatogenic cells for patch clamp studies were obtained by mechanical
dissociation. DNAse (100 ug/ml) was added to the EKRB dissociation solution (the external recording solution but
depleted of Ca’™) immediately before the dissociation procedure. After discarding the funica albuginea,
seminiferous tubules were separated using forceps under the stage of a stereoscopic microscope. Cells were
extruded from the seminiferous tubules by holding one extreme of the tubule with forceps and "squezzeing" the rest
of the tubule in the opposite direction with another forceps. The cells were then pipetted repeatedly to separate
them. The cells were dissociated and stored on ice. Spermatogenic cells remained healthy for at least 12 h.
Spermatogenic cells for purification were obtained as described (Liévano et al., 1996). The resulting cell
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suspension was resuspended into EKRB 0.5 % BSA and filtered through a 80 pm mesh Nytex nylon filter (Tetko
Inc., Lancaster NY), and stored at 4-10 °C. The single-cell suspension of germ cells was sedimented at unit gravity
through a 2 - 4 % BSA linear gradient generated on a staput chamber (Johns Scientific, Ontario). Gradients were
collected after 2.5 hr in 10 ml fractions, and fractions were assessed for cell morphology and purity by light
microscopy using Nomarski optics, and the similar fractions were pooled.

Patch-clamp of pachytene spermatocytes. An aliquot of the mechanically dissociated spermatogenic cell
suspension was placed in a recording chamber on the stage of an inverted microscope (Nikon Diaphot TMD,
Nikon Corporation) with recording medium (in mM: 130 NaCl, 3 KCl, 2 MgCl,, 1 NaHCO,, 0.5 NaH,PQ,, 5
Na-Hepes, 5 glucose, 10 CaCl,, pH 7.35) at 20-23 °C. All cells used in this study were at the pachytene stage of
differentiation, either as single cells or symplasts {see Santi ¢t al., 1996). Whole-cell currents were recorded with
an Axopatch 1-B amplifier in the voltage clamp mode under the command of the pClamp program (Axon
Instruments, Foster City, CA), connected to the pipette and the bath by Ag-AgCl wires. The composition oz the
pipette internal solution was (in mM: 110 Cs-Methanesulfonate, 10 CsF, 15 CsCl, 5§ Cs-EGTA, 4 ATP-Mg, 10
phosphocreatine, 10 Cs-Hepes, pH 7.35). Glass borosilicate pipettes were pulled to tip diameters of about 1.8 pum,
having resistances ranging between 2 and 3.5 MC2 when filled with pipette solution. Records were low-pass filtered
at 2 kHz (4-pole Bessel filter), digitized at 10 kHz and analyzed off-line. A p/4 pulse protocol was used routinely to
minimize leak and capacitive currents from current records, and series resistance was compensated by at least 50
%. Anion channel biocker stock solutions (200 mM NA in 0.5 M NaOH; 100 mM DDF and NPPB (ICN, Costa
Mesa, CA) in DMSQ) were added to the recording chamber to reach the concentrations indicated in the figures,
without changing pH. For each cell tested controls were recorded, then the blocker was added to the bath and 2-5
minutes later, the pulse protocol repeated and recorded. In some experiments the blocker was washed with > 50
times the chamber volume (~ 200 ul) and records obtained again. To achieve final DDF concentrations of 200 uM
it was necessary to sonicate the bath solution.

AR inhibition experiments. Sperm were obtained from CD-1 mice >31/2 months killed by cervical dislocation
The cells were collected from excised epididymides and suspended (3.6X10%ml) in M-199 media supplemented
with 25 mM NaHCO,, 1 mM sodium pyruvate and 0.4% BSA, were capacitated at 37 °C for 30 min in 5 % CO,
atmosphere. Thereafter the heat-solubilized ZP was added and cells were left 10 acrosome react for 30 min.
Inhibition was studied with the same procedure except the blocker was added 5 min prior to ZP. At the end of the
experiment AR was determined by established procedures (Boettger-Tong et al., 1992). A minimum of 100 sperm
were counted under light field microscopy. Results were normalized by substracting the spontaneous AR and
considering the A-23187 induced AR as 1.

Expression of recombinant o1E Ca** channels. Stage V and VI oocytes were surgically removed from tricaine
anesthetized Xenopus laevis and treated for 1.5 hr with 1.5 mg/ml collagenase in Ca-free ND-96 medium (in mM ;
96 NaCl ;2 KCl ; 1 MgCi2 ;5 HEPES ; 2 pyruvic acid ; pH 7.6). After recovering for 18-24 hr, oocytes were
injected in the nucleus with 10 nl of cDNA coding for «lE Ca** channel subunit (Soong et al., 1993) at a
concentration of 2.2 ng/nl (gift from Dr. Snutch). Oocytes were incubated at 17 °C for 3-5 days in ND-96
containing 1.8 mM CaCl; and 50 mg/ml gentamicin. Macroscopic currents were recorded at 16-18 °C with a
two-electrode voltage<clamp amplifier (Dagan CA-1; Dagan Corporation). Acquisition and data analysis were
performed using pClamp (v6.0) software (Axon Instruments). Leak currents were subiracted using a P/4 protocol.
Voltage and currents electrodes (0.3-2 MQQ tips resistance) were filled with 1 M KCl, 1 mM EGTA and 10 mM
HEPES (pH 7.4). Oocytes were placed in a 500 pl recording chamber and whole cell currents were measured with
Ba™ in the external solution (in mM ; 10 BaCl,; 1 KOH ; 110 NaOH ; 10 HEPES ; titrated to pH 7.2 with methane
sulfonic acid). To minimize kinetic contamination by endogenous Ca* activated CI currents, oocytes were injected
with 50 nl of a BAPTA solution (in mM; 10 BAPTA, 10 HEPES, titrated to pH 7.2 with CsOH) 1-1.5 hr prior to
the experiment (Parent et al., 1997). Voltage pulses were applied from a holding poiential of -90 mV at 10 mV
steps until +40 mV. Data were sampled at 10 KHz and filtered at 1 KHz.

For blockage experiments, the chamber solution was changed, superfusing with 14-40 times the chamber
volume, with the 10 mM Ba* solution containing 200 uM NA or 20 uM nifedipine, and incubating 5-7 minutes
before recording. :




RNA isolation and reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). Total RNA from seminiferous
tubules and purified spermatogenic cells were extracted with Trizol reagent. Prior each reverse transcription (RT),
5 pg of each total RNA were dissolved in 10 pul water and digested with 1 U RNAse-free DNAse (RQ1, Promega
Co., Madison) in the transcription buffer (in mM: 50 KCl, 2.5 MgCl,, Tris-Cl 20, pH 8.4) for 10 min at 37 °C, and
the DNAse was heat inactivated at 65°C for 15 min. At this point, random hexamers were added to a final
concentration of 12.5 ng/pl, and quickly chilled on ice. RT was achieved with the Superscript pre-amplification
system, according to the manufacturer's instructions. Similar resuits were obtained by priming the cDNA synthesis
with oligo-dT,,,. For the polymerase chain reaction we designed oligonucleotides against olC, foward
(5-GCGAATTCACNGGNGARGAYTGGAAY) and reverse (5'-GCGGATCCCATYTCNGGYTCYTCYTCRTC),
and alG, foward (5-CGG GATCCAATAAGGACTGACTCCCTGGA) and reverse (5-
CCCAAGCTTGGTGGGCTGAG TTTTTTICTTA) Ca* channel subunits. Amplifications were performed on a
Mastercycler 5330 programmable thermal controller (Eppendorf) with Taq DNA polymerase. PCR reactions were
carried out at a final volume of 50 ul having 200 uM dNTP, 0.25 pM each primer, 1.5 mM MgCl,. Mixtures were
overlaid with mineral oil, and PCR was initiated by adding 2.5 units of Taq DNA polymerase per reaction.
Program was for a,c 94°C 5 min, and cycling as follows, denaturation at 94° for 45 sec, annealing at 55 °C for 1
min, extension at 72 °C for 2 min, during 35 cycles and for «1G 94°C 5 min, and cycling as follows, denaturation
at 94° for 45 sec, annealing at 55 °C for 90 sec, extension at 72 °C for 1 min, during 40 cycles. Amplimer identity
was obtained by direct double-strand sequencing of the gel purified fragment using the Termosequenase kit
{Amersham), according to the supplier's instructions.

RESULTS

Anion channel blockers inhibit T-type Ca** currents. Whole-cell recordings were obtained on mechanically
dissociated mouse spermatogenic cells. As previously reported in rat (Hagiwara and Kawa, 1984) and mouse
(Liévano et al., 1996, Santi et al., 1996, Arnoult et al., 1996), T-type currents were the only voltage dependent Ca*™
currents these cells display. T-type Ca® currents are classified as low voltage activated Ca®" currents with fast
inactivation kinetics (Santi et al, 1996). Accordingly, T-type Ca* currents were elicited upon ~125 ms
depolarizations from 2 holding potential of -90 mV to potentials between -70 and +40 mV, using 10 mV
increments. Peak currents were measured before and after adding the anionic channel blocker. Figure 1A depicts
T-type Ca* currents obtained by depolarizing to -20 mV before, after exposure to 100 UM NA, and posterior to
washing the blocker. This concentration of NA completely blocked the Ca** current. Current recovery after
washing was partial for the blockers tested. Part B of this figure shows the complete 1-V curves for the three
conditions described above. Control currents at - 20 mV are stable for at least 30 min (fig. 1C), ruling out current
washout as a source of current reduction.

Figure 2 shows concentration curves for T-type Ca™ current blockade by NA, DDF and NPPB. NA and
DDF inhibited peak current (Imax) at -20 mV with IC50s of 43 pM and 28 uM, respectively (fig. 2A, B). NPPB
seems to have two different binding sites, Imax decreased reaching a plateau at 45 % inhibition between 0.5 to 10
uM, higher concentrations increased blockage reaching 100 % at 100 uM (fig. 2C).

Figure 3 illustrates the voltage-dependent blockade by these anion channel blockers (ACBs). At low
voltages the T-type Ca®* currents from spermatogenic cells are poorly blocked. More depolarized potentials
enhance blockage. For example, at -50 mV 50 uM DDF blocked 34 % of the current while at +10 mV the block
was 76 %.

DDF and NPPB inhibit the ZP-induced acrosome reaction. It was previously reported that NA blocks a CI’

channel (IC50 = 11 uM) and the ZP (IC50 = ! uM) induced AR with similar affinities (Espinosa et al., 1998). -

Since it is shown here that T-type Ca* currents are sensitive to ACBs, their blockage could explain why NA
inhibits the sperm AR. Therefore, it was important to compare the potency of these ACBs to inhibit the AR
induced by ZP, with their ability to block T-type Ca* channels.

DDF only partially inhibits the mouse sperm ZP-induced AR (fig. 4A). At 1 uM it inhibits ~45 % of the
AR, higher concentrations seem to damage the cells. On the other hand, NPPB inhibited AR with an IC50 of ~6
pM (fig. 4B). :

Significantly smaller concentrations of NA and DDF were required to inhibit the ZP-induced AR than to
block T-type Ca® currents from spermatogenic cells. Therefore, these two compounds do not inhibit AR blocking
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these VDCCs. However, NPPB can partially block T-type Ca® currents at lower concentrations than NA and DDF
(40 % at ~1 pM). Thus, it could inhibit AR by blocking these Ca®™ channels.

alE Ba' currents expressed in Xemopus oocytes are very mildly sensitive to niflumic acid. Even though
currently under active debate, the o.1E gene has been considered one of the candidates to code for the T-type Ca™
channel pore subunit (Soong et al., 1993; Liévano et al, 1996; Ertel and Ertel, 1997). To further test this proposal
cDNA coding for the @ 1E Ca* channel subunit from rat brain was expressed in X. Jaevis oocytes. Figure 5 shows
Ba™ currents elicited by a depolarization from a holding potential of -90 mV to 10 mV in the absence and presence
of 200 UM NA. It turns out that olE expressed Ba® currents were basically insensitive to NA. Only a 7 %
blockage was seen with 200 uM of this compound, a concentration which totaily inhibits T-type Ca™ currents in
spermatogenic cells. This result questions the possibility that o 1E codes for T-type Ca®™ channels in spermatogenic
cells.

Initially, the findings of Soong et al (1993) showing that alE expressed in X. /aevis oocytes yielded
currents insensitive to 10 pM nifedipine was consistent with the fact the T-type Ca™ currents were believed to be
insensitive to dihydropyridines (Hess, 1990). However, it is now known that T-type Ca* currents are sensitive to
pM dihydropyridines in some cells (Liévano et al., 1995), and for sure in spermatogenic cells (Liévano et at., 1996,
Santi et al,, 1996, Amoult et al;, 1996, 1998). Experiments done with 20 pM nifedipine corroborated the
insensitivity of a1E expressed Ca®* currents in Xeropus oocytes to this blocker (not shown). A straightforward
explanation would be that T-type Ca®" currents of spermatogenic cells are not driven through a1E coded channels
nevertheless, other explanations are possible (see discussion).

Both a1C and o1G are present in spermatogenic cells. The work by Liévano et al. {(1996) on the al subunits
present in spermatogenic cells was done with probes to the al subunits known at the time. Then, the only al
subunit which under certain conditions displayed some similarities to T-type Ca** currents was o.1E. Recently a
new ol subunit named G was cloned from brain which when expressed yields Ca® currents with T-type
characteristics (Pérez-Reyes et al., 1998a). This finding and the results described in the previous section motivated
the authors to determine if alG was present in spermatogenic cells, and 10 use a more sensitive assay to detect
alC.

Fig 6 illustrates the electrophoretic pattern of the amplimers obtained in the RT-PCR experiments using
specific oligonucleotides for a1G. It was possible to amplify a fragment of the expected size in mouse brain, testis,
pachytene spermatocytes, and round and condensing spermatids. The amplimer identity was confirmed by
double-strand sequencing. These experiments show that alG is expressed during the last stages of
spermatogenesis.

To test again for the presence of «1C with a more sensitive assay, RT-PCR analysis was performed with a
different set of degenerate oligonucleotides than previously used (Liévano et al,, 1996). A single band of the
expected size was obtained for mouse brain cDNA. This amplimer was sequenced and determined to be a fragment
from a1C. For testis and spermatogenic cells only a smear around the expected size was observed. These smears
were blotied and probed with the brain **P-labeled amplimer (Sambroock, et al., 1989). A sharp signal was
obtained in testis and spermatogenic cells indicating the expression, although low, of a1C in these cells.

DPISCUSSION

Micromolar NA was found to inhibit the ZP-induced AR and single anion channel transitions in mouse
sperm (Espinosa ¢t al., 1998). NA and other compounds like NPPB and DDF, are considered blockers of anion
channels. They block Ca* activated CI' channels (Baron et al., 1991; Cotton et al., 1997, Lamb et al., 1994), the
CFTR CI' channel (Walsh and Wang, 1993; Doughty et al., 1998), osmoticaly regulated CI' channels (Diener et al,,
1996), and an inward rectifying C1" channel studied in C. elegans spermatocytes (Machaca et al., 1996). However
these compounds also affect some cation channels such as: the NMDA-R (Lerma and Martin del Rio, 1991), non
selective cation channels (Gogelein et al., 1990), and VDCCs (Walsh and Wang, 1993; Doughty et al., 1998).
Additionally, NA and NPPB can increase macroscopic currents of K™ channels expressed in Xenopus oocytes
(Gribkoff, et al., 1996) and the open probability of . K" channels reconstituted in planar bilayers (Ottolia and

5




Toro, 1994). The neuronal GABA,-R, itself a channel, is potentiated at low NA concentrations and inhibited at
high concentrations (Woodward et al., 1994).

The only type of voltage-dependent Ca* currents found in mouse spermatogenic cells are of the T-type
(Liévano et al., 1996; Santi et al., 1996; Arnoult et al., 1996). These channels are probably still present in mature
sperm since they are unable to synthesize proteins. The T-type Ca* channels from spermatogenic cells and the
sperm AR are iphibited by similar concentrations of dihydropyridines and other blockers. These observations
strongly suggest that T-type Ca* channels play a fundamental role in the sperm AR (Liévano et al., 1996; Arnoult
etal., 1996, 1998).

Since NA inhibited the mouse sperm AR, it seemed important to determine if T-type Ca™ currents from
spermatogenic cells were sensitive to this blocker. NPPB and DDF were also tested. The three compounds blocked
these Ca®* currents with IC50s of: NA 43 uM, DDF 28 uM and, as seen in fig. 2C, NPPB appears to have two
distinct binding sites with approximate affinities of 25 nM and 75 uM. In contrast, the ZP-induced spenn AR was
more sensitive to these blockers, with 1C50s (uM) of: NA (1) (Espinosa et al., 1998), DDF (1) and NPPB (6) (fig.
4). These results indicate that it is unlikely that T-type Ca™ channels are involved in the inhibition of the
ZP-induced AR caused by NA and DDF, and suggest that other channels, possibly anionic, may influence this
reaction. Only in the case of the high affinity binding site for NPPB could T-type Ca™ channel blockade contribute
to AR inhibition.

Blockade of the T-type Ca** currents from spermatogenic cells by NA, DDF and NPPB was voltage
dependent, being higher at positive potentials (fig. 3). Several reporis suggest a direct interaction of these blockers
with either anion or cation channels (Géigelein et al., 1990; Oba et al., 1997; Ottolia and Toro, 1994; Tilman et al.,
1993, White and Aylwin, 1991). The binding site could be within the pore (Evoniuk and Skolnick, 1988) and
possibly reached only from one side of the membrane (Tilman et al.,, 1993). In order to feel the voltage, the blocker
binding site must be inside the membrane (Hille, 1992). Thus, these compounds may directly interact within the
pore of T-type channels. NPPB could be acting elsewhere since it displays two binding sites.

Although there is no precedent at this time, instead of directly binding to the pore of T-type Ca® channels,
these blockers could interact with channel accesory subunits. Altematively, the ACBs may exert an indirect effect
over T-type Ca®* currents, For instance, some models suggest the direct interaction between cation and anion
channels (Kanli and Norderhus, 1998, Sonders and Amara, 1996). So far no direct interaction between CI' and
VDCCs has been documented, making it unlikely that the iphibition of T-type Ca* currents of spermatogenic cells
by ACBs is due to Cl channel inhibition.

ACBs are membrane permeable and could also affect enzymatic pathways that may influence ion channels
function. ACBs used in this work also inhibit: cyclooxygenases and lipoxygenases that participate in arachidonic
acid metabolism (Egan et al., 1978; Civelli et al,, 1991), and the 3a-hydroxysteriod dehydrogenase involved in sex
steroid metabolism (Penning et at., 1985). Metabolites of the lipoxygenase, and cycloxygenase pathways positively
modulate cation and anion channels (Diener et al., 1996; Kanli and Norderhus, 1998). Intracellular Ca®*" increases
and Ca® currents can be modulated negatively (by estradiol (Nakajima et al.,1995)) or positively (by testosterone or
progestins (Takeuchi and Guggino, 1996; Bukusoglu and Sarlak, 1996)). In addition to their known genomic
actions, steroid hormones could modulate VDCCs on spermatogenic cells that might be critical for their
differentiation. Further investigation is needed to evaluate the possible co-modulation (direct or through shared
transduction pathways) of T-type Ca® channels and CI' channels of spermatogenic cells.

o 1E expressed currents in Xenopus oacytes are very weakly sensitivity to NA.

Voltage dependent Ca* channels have been classified according to their voltage-threshold of activation as
high (HVA) or low voltage-activated (LVA). HVA Ca*currents were subclassified as L, N, P or Q; and LVA Ca*
currents as R or T (Tabares and Lépez-Bameo, 1996). VDCCs are constituted by the al, 28, B, and y subunits.
The a1 subunit contains the pore and the voltage sensor (Catterall, 1995). Several genes coding for al subunits
have been cloned (A, B, C, D, E, G, H, I and S). Their heterologous expression has revealed for instance that
L-type currents are coded by a1S, a1C and 1D. In contrast, the molecular identity of T-type currents in different
tissues is yet under debate (Ertel and Ertel, 1997). A rat alE clone expressed in Xenopus oocytes yielded Ca™
channels exhibiting functional properties compatible to those of low-voltage-activated Ca** channels (Soong et al.,
1993, Stephens et al., 1997), while other clones display characteristics closer to R -type Ca** currents, which are
HVA (Ertel and Ertel, 1997). In addition, depending on the cell type, antisense oligonucleotides against alE
inhibited both T-type currents (Piedras-Renteria et al, 1997) and R-type currents (Piedras-Renteria and Tsien,
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1998). On the other hand, Meir and Dolphin (1998) found that expression of alB, E or C in COS7 cells, which do
not display endogenous Ca** channel subunits or Ca™ channels, can yield low conductance, low-voltage-activated
Ca™ channels whose voltage-dependence, and kinetics of activation and inactivation makes them indistinguishable
from native T-type Ca* channels. These apparently conflicting observations reveal the necessity of establishing
which a1 subunit codes for the T-type Ca™ currents of spermatogenic cells that appear to be crucial for the mouse
sperm AR.

The most prevalent a1 transcript of VDCC in spermatogenic cells so far is type E (Liévano et al,, 1996).
Therefore, a rat brain «1E clone was expressed in X. laevis oocytes, and its sensitivity to NA determined. The
expressed currents were essentially insensitive to 200 pM NA which completely blocks T-type Ca®* currents of
spermatogenic cells. This result questions the possibility that a1E codes for the T-type currents, though alternative
explanations must be considered.

ABCs different from those used here, inhibited Ca*™ activated CI° currents in smooth muscle ceils, where
the [Ca™}, increase driven through T-type channels was not affected (Baron et al.,, 1991). There are contrasting
findings on the effect of ACBs on other VDC currents. In some reports L-type currents were inhibited by pM
ACBs (Asai et al., 1996; Doughty et al., 1998; Walsh and Wang, 1996) but in others, they were insensitive up to
100 uM (Cotton et al., 1997, Lamb et al., 1994). The differential sensitivity to ACBs could be due 1o the fact that
L-type Ca* currents can be coded by three different al subunits (S, C, or D). It is thus still possible that sequence
variations between the rat brain o 1E and that of mouse spermatogenic cells, explain the lack of sensitivity to NA.
In addition, subunits other than al that constitute VDCCs can modify their affinity for blockers (Varadi et al.,
1995; Gurnett et al., 1997). , .

Another result inconsistent with a.lE coding for T-type Ca* channels is the inability of nifedipine at 10
1M to block alE expressed currents in Xenopus oocytes (Soong et al., 1993). Even 20 uM of nifedipine tested in
this work did not block these currents.

Detection of a1C and aG in spermatogenic cells.

Recently Pérez-Reves et al. (1998a) cloned a novel al subunit named o1 G. Expression of this subunit in
Xenopus oocytes yielded Ca® currents with the properties expected of T-type currents. Moreover, o.1H and a11 are
two newly cloned al subunits belonging to what may be a family of 1 subunits coding for T-type Ca** currcnts
(Cribbs et al., 1998., Pérez-Reyes et al., 1998b). These reports and the lack of sensitivity to nifedipine and NA of
the heterologously expressed «lE channel, prompted a search for alG in spermatogenic cells. RT-PCR
experiments indicate the presence of alG in mouse pachytene spermatocytes and in round and condensing
spermatids. A more sensitive assay than that used previously (Liévano et al., 1996), allowed the detection of low
levels of alC mRNA, too. The presence of a rat cardiac muscle related alC in mouse sperm (Goodwin et al,, 1997)
and in spermatogenic cells (Goodwin et al., 1998) had been reported. Which of these subunits codes for the T- type
Ca® currents in spermatogenic cells? Why do spermatogenic cells express different al subunits if only T-type
currents are functionally expressed? These are interesting and fundamental questions that remain 10 be answered.
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LEGENDS

Figure 1. Niflumic acid (NA) blocks T-type Ca™ currents in spermatogenic cells. Mouse spermatogenic cells were
mechanically obtained and whole cell currents recorded in pachytene spermatocytes as described in Methods. A)
Representative traces of currents obtained applying pulses to -20 mV from a holding potential of -90 mV in the
absence (Control) and presence of 100 uM NA (NA), and after washing the blocker (Wash). B) I-V curves of
control (filled circles), 100 WM NA, (closed triangles), and recovery afier blocker removal (open circles). Current
density was obtained dividing the peak current at each voitage by the capacitance (Santi et al., 1996). C) Time
stability of peak T-type Ca™ currents at -20 mV. Results are averages £+ SEM. , n= 4.

Figure 2. Dose-response curves of peak T-type Ca™ current blockade in individual pachytene spermatocytes or
symplasts by anion channel blockers. Peak currents were normalized with respect to the control. IC50s for NA (A)
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and DDF (B) were 43 uM and 28 uM respectively. NPPB (C) appears to have two different binding sites with
apparent affinities of 25 nM and 75 pM. Results are averages + S EM., n=4

Figure 3. Blockage by (A) NA (60 uM), (B) DDF (50 uM) and (C) NPPB (25 uM) is voltage dependent. Results
are the averages of the normalized peak T-type Ca™ currents of individual pachytene spematocytes or symplasts as
a function of applied voltage. Results are averages + SEM. , n=4.

Figure 4. DDF (A) and NPPB (B) inhibit the mouse sperm AR induced.by sclubilized zona pelucida (5 ZP/ml).
AR and its inhibition were determined as indicated in Methods. The bars indicate the mean + S. E. M. n 2 3.
Results were normalized considering the A-23187 induced AR as 1 and the spontaneous AR substracted.

Figure 5. Expression of o 1E in Xenopus oocytes yields macroscopic Ba™ currents basically insensitive to niflumic
acid (NA). Oocytes were nuclear injected with ~ 2 ng cDNA coding for the alE subunit. Part A shows
representative current traces evoked at test pulses of +10 mV (pulse protocol shown above), before (control) and
after exposing the oocyte to 200 uM NA, B. I-V curves for each cell before (dashed line) and afier exposure to 200

HM NA (continuous line) were normalized to the current evoked at +20 mV and then averaged. Error bars .

represent SEM.;n=5,

Figure 6. RT-PCR experiments showing the expression of Ca* channel a1G subunit in brain (lane 2), testis (lane
3), pachytene spermatocytes (1ane 4), round (lane 5) and condensing (lane 6) spermatids, and the reaction without
c¢DNA (lane 7). One kb DNA ladder (lane 1). Amplicon sizes were ~460 bp.
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Abstract Mouse sperm resting membrane potential (E,)
(=42 £ 8.8 mV), determined with a potential sensitive dye, de-
pended on extracellular K* and, in the absence of extracellalar
Ca® (ICa™],), on external Na* ([Na*]). Ca?* addition (>5 uM)
to sperm in Ca-free media induced a transient hyperpolarization
(Ca-ith) which strongly depended on [Na*], and less on external
CI™ (ICI°],). C¢** and Mn** (uM) mimicked the Ca** effect, but
not Ba?*. The Ca-ith was partially inhibited by ouabain (74%,
ICs, = 5.8 pM) and niflumic acid (38%, IC,, = 240 uM), indicat-
ing the participation of the Na-K ATPase and CI” channels. In
Ca-free low-Na* media, Ca’* addition caused a depolarization
sensitive to: nimodipine (25 uM), trifluoperazine (12.5 pM) and
Mg** (1.2 mM), suggesting the participation of Ca®* channels.
Since some inhibitors of the sperm Ca-ith block the acrosome
reaction (AR), both processes may share transport systems.

Key words: Sperm membrane potential; Ion channel;
Na-K ATPase; Acrosome reaction

1. Introduction

Mammalian sperm are exposed to impertant alterations in
their ionic milieu, and their plasma membrane permeability, as
they progress in their journey towards the egg. Changes in
intracellular Ca> {{Ca**}) and intraceliular pH (pH,) are funda-
mental for mammalian sperm motility [1.2], and for the AR
induced with the zona pellucida glycoproteins [3] or with pro-
gesterone [4.5). Some of the possible protagonists responsible
for these ionic permeability changes are: ion channels for Ca**
(6-8} K* [1.9), CI” [10] and one for cations gated by cyclic
nucleotides [11]. The sperm Na-K ATPase has also been impli-
cated in capacitation [12] and in the AR [13].

Several of the transport systems mentioned above are volt-
age-dependent {14). However, little is known about the ion
permeabilities that determine the resting membrane potential
{E,) in mammalian sperm and how it changes during capacita-
tion and the AR [9,15]. Besides the well-known [Ca**], and pH,
changes that occur during the AR [3,9], there is only one report
showing spermn membrane potential changes correlated with
ligand-induced {Ca"}, increases [16].

To further understand the ionic basis of the E,, mouse sper-
matozoa were exposed to different ionic conditions and mem-
brane potential (E,) was evaluated using the potential sensitive
dye dipropylthiodicarbocyanine {Dis-C,-(5)) [9,17,18]. We also
characterized E,, changes induced by Ca® additions to sperma-
tozoa suspended in different Ca-free media. The results indicate
that cation and anion channels, and the Na-K ATPase partici-
pate in the Ca-induced E, changes. Some of the inhibitors of

*Corresponding author.

these E,, changes also block the AR, suggesting that certain
transport systems are involved in both processes.

2. Materials and methods

Valinomycin, ouabain, niflumic acid., methane-sulfonic acid and
choline chloride were from Sigma (St Louis, MO). Dis-C,-{5} was from
Molecular Probes (Eugene. OR). Nimodipine (NDP) and tnfluo-
perazine {TFP) were generously donated by Arturo Hernandez.

CD-1 mice older than 3.5 months were sacrificed by cervical disloca-
tion and sperm cells collected from excised epididymides as described
[19]. Each mouse yielded 15-30x 10° spermatozoa. The incubation
media was a modified Krebs-Ringer bicarbonate buffer (HMB media)
containing 110 mM NaCl. 10 mM NaHCO,, 48 mM KCi, 1.2 mM
KH.PO,, 1.2 mM MgS0,. 25 mM HEPES, 20 uM EGTA, 20 mM
Na-lactate, | mM Na-Pvruvate and | mg/ml glucose, pH 7.5-7.6, ad-
justed with NaOH. Ca®" (1.7 mM) was added or not (Ca-free media)
depending on the experiment. The Ca-free media had ~nM Ca™*. Sperm
were stored a1 23 + 3°C in HMB media without Ca**. 20-60-u] aliquots
were diluted with the required experimental media 10 a final volume of
800 ul at 37°C (see below).

Na® andfor K* were substituted with isoosmotic concentrations of
choline™ or A-methyglucamine. CI~ was substituted by methane-sulfo-
nic acid titrated witk the hydroxide of the required cation. For experi-
ments in low-Na media (~ 10 mM). except HEPES, other buffers. Mg*™*
and organic compounds were omitted.

E,, was measured exposing sperm (2.5 £ 0.5 x 10%ml) to 1 4M Dis-
C,-(5) in a gently stirred cuvette at 37°C and the fluorescence (620/670
nm excitation/emission wavelength pair} recorded continuously in a
Hansatech MkII fluorometer (Norfolk, UK), as described {18]. After
reaching a steady fluorescence (1-3 min), E, and E, changes were
recorded. Thereafier, the K™ ionophore valinomycin was added and the
external K* concentration ([K*],) increased stepwise to calibrate the
fluorescence changes in mV (Fig. 1A) [18]. K™ equilibrium potentials
were calculated with the Nernst equation [14}, considering 120 mM as
the [K"]; [20]).

To study the reversibility of the Ca?*-induced transient hyperpolari-
zation, sperm were washed in Ca-washing media (CWM; the same as
Ca-free media + 2.5 mM EGTA, pH 7.8). When required, spermatozoa
were washed by centrifugation 10 min at 20°C and 300 x g,

3. Results

3.1. Membrane potential under different ionic conditions

In HMB media + 1.7mM Ca** at 37°C, mouse sperm E, was
estimated to be —42 £ 8.8 mV (n = 16) (Fig. 1A). The depend-
ence of E, as a function of the external concentration of Na*
(fNa'L,), K* and CI- and how Ca?* modulates this potential is
shown in Fig. 1B-D. The experiments in Ca-iree media were
done with (X) or without (solid symbols) preincubating sperm
for 20 min at 37°C. The behavior of E, was basically the same
in both conditions, except for 156 mM Na* (see below). In the
experiments in 1.7 mM Ca®" sperm were not preincubated.

In sperm suspended in Ca-free media, E, depended on [Na*),.
In non-preincubation experiments, when [Na*}, changed from
110 to 156 mM, approximating its value in Ca®" media, E,
hyperpolarized (Fig. 1B). This change in E, may involve a

0014-5793/95/59.50 © 1995 Federation of European Biochemical Societies. All rights reserved.
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Fig. 1. Influence of external Na*, K™ and CI", on resting membrane potential ( £,) of mouse spermatozoa. {A) Sperm suspended in HMB hyperpolarized
{downward deflection) after adding 625 nM of valinomycin (VAL). Thereafter, additions of 3.75. 7.5 and 15 mM KCI allowed membrane potential
calibration (Nernst potentials on the right. see Section 2), and E, determination (horizontal arrow). The time scale is in the bottom. The external
ionic dependence of the sperm E, and its modulation by Ca™ is illustrated in parts B for [Na®],, C for [K*], and D for [C17], in 1.7 mM Ca’" (empty
symbols) or in Ca-free media (solid symbols). The crosses correspond to experiments where sperm were preincubated for 20 min at 37°C in that
condition. £, varied according to [K”], in 1.7 mM Ca’ as well as in Ca-free media, However, [Na®], changed E, only in Ca-free media and [C17],
seemed not to affect it. Each point is the average of at least four experimenits ( * $.D.). In Fig. D, the arrow on the x axis corresponds to 120 mM

ar.

voltage-dependent channel or transport system. It is not seen
after a preincubation possibly because some ionic equilibration
has occurred. When physiological concentrations of external
Ca™ ([Ca™],) (1.7 mM) were used. [Na), no longer affected E,,
which was =432 * 5.4 mV (n = 33) in the 10-156-mM range of
[Na'l.

[K']. influenced E, both, in presence or absence of external
Ca* (Fig. 1C). Increasing [K"], from 1.5 t0 48 mM made £, ~29
mV more positive. Since in Ca**-free media [Na*], affected E,,
these experiments were done maintaining [Na*}, at 110 mM and
having 46 mM choline®, which was then substituted by K* as
required. Contrary to [Na“}, and {K").. substituting [C1], for
methane-sulfonate did not affected £, neither in the presence
nor absence of [Ca™"), (Fig. 1D).

3.2. Ca-induced transient hyperpolarization (Ca-ith}, analogs
and inhibitors

Sperm suspended in a Ca-free media (+ 20 4uM EGTA) tran-
siently hyperpolarized upon Ca®* addition (>5 uM). Fig. 2A.C
shews that the amplitude of the hyperpolarization depended on
the concentration of Ca** added. This response was maximatl
at ~500 uM [Ca™], and displayed an ICy, of 56 uM. This phe-
nomenon was mimicked by other divalent cations, such as Cd**
and Mn®", suggesting a comtmeon target. Moreover, adding 500
4M Cd?* or 1.25 mM Mn** before Ca?*, completely inhibited
the Ca-ith (Fig. 2C). Other divalent cations that showed some
effect at higher concentrations {(mM range) were Zn**, Ni**,
$r* and Mn?* and the trivalent cation La®". In contrast, Ba®
induced a small depolarization of 5.2 + 2.2 mV (n = 5) and did
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and does not inhibit the Ca-ith. Additions in these rraces were; 1.7 mM for Ca™ and Ba®* and 0.125 mM for Cd*". Since these traces were from different
sperm populations, the Ca-ith was normalized (% at the right). (C) Dose dependence of the Ca-ith (8, ICy 56 4M) and its inhibition by Cd™ ().
Mn¥*( ) and Zn?* (O} (i axis on the right). Inhibition of the Ca-ith was determined adding 1.7 mM Ca’ after exposure to the indicated concentration
of divalent cation. In all cases, S.D. were < £ 10% (1 = 4, except for Mn™" where a = 3) and were not included. (D) Ca-ith reversibility, Sperm cells
were exposed to 1.7 mM Ca® for 10 min at room temperature, washed in CWM and the Ca-ith experiment done. Practically 100% of the Ca-ith
was recovered (left trace). Sperm in 1.7 mM Ca?* depolarized (right trace) upon a further Ca®* addition. Arrows indicate Ca® addition (1.7 mM).

Time scales are under the traces

not inhibit the Ca-ith (Fig. 2B). Sperm exposed 10 min to
1.7 mM Ca® in HMB media and washed by centrifugation in
CWM, not containing Ca?*, recovered their response
(Fig. 2D).

To determine the ionic basis of Ca-ith we measured its ampli-
tude varying {Na*], and [K'}. by replacing them with choline®
and {CI'], with methane-sulfonate. The hyperpolarization
clearly depended on [Na™], (Fig. 3A,B). It was maximal at 156
mM and practically disappeared below 46 mM [Na’], with a
~50 mV difference in hyperpolarization between these two Na*
concenirations . Lowering [CI”], from 118 to 1} mM diminished
the Ca-ith by ~22 mV, <50%. In contrast, [K']. did not affect
the Ca-ith, even though in these experiments E, changed from
~63 * 8.7 to =30 * 3 mV between the lowest and highest [K"],,

respectively (Fig. 1C). These resuits indicate that sperm sus-
pended in Ca-free media undergo Na* and CI- permeability
changes upon Ca?* addition.

To assess which transport systems participate in the Ca-ith,
several inhibitors and blockers were tested (20 mM TEA, 3 uM
apamin, 5 uM TTX, amiloride 10-250 uM, >1.5 uM ouabain
and > 20 uM niflumic acid). From those examined, ouabain and
niflumic acid had a clear inhibitory effect (Fig. 3C,D). Quabain
inhibited ~7¢ + 10% (n = 21) of Ca-ith with an JC,, of 5.8 mM
and did not require preincubation to have an effect, Even after
a 10-20-s incubation with saturating ouabain concentrations,
a fraction of the hyperpolarization remained (Fig. 3A. Table 1).
Addition of ouabain itself slowly hyperpolarized spermatozoa
suspended in Ca-free media. We believe this is not the cause of
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Fig. 3. Tonic dependence and pharmacology of the Ca-ith. (A} Ca-ith at different [Na”], (numbers on the left), Na® was substituted with choline™.
(B) [Na™), and [CI7), dependence of the Ca-ith (n = 6). {C.D)} Ca-ith inhibition by ouabain and niflumic acid (Nif). Cells were preincubated 2-6 min
in Nif {(interruption on the 3rd trace in Fig. 3C). the fluorescence artifact caused by the blocker was corrected. V indicates valinomycin addition for
E, and slope determinations. In Fig. 3D, 5.D. were < t [0% (n = 4). The lower doses of Nif tested (20 uM) stimulated the Ca-ith causing a "negative

inhibition’ (see text for a possible explanation).

the ouabain-induced reduction in the Ca-ith, since in low [K™},
experiments, where E, is more hyperpolarized, Ca-ith ampli-
tude is normal (not shown).

Niflumic acid, a Ci~ channe! blocker [21], required a 6-min
incubation to fully cause its effect (~40% inhibition of the Ca-
ith), at concentrations commoniy used in other cells (<200.4M)
{22]. Higher concentrations (> 350 4M) inhibited up to 73%
(Fig. 3D, Table I) however, they themselves hyperpolarized.
This indicates that niflumic acid may be acting elsewhere be-
sides the putative CI” channel (i.e. K*, channels activated by
fenamates [22]). On the other hand. 20 4M of this compound
potentiated the Ca-ith (37%), as has been observed under cer-
tain conditions for GABA-induced CI” currents from a rat
brain GABA-receptor expressed in Xenopus oocytes {23].

3.3. Cag-induced depolarization ( Ca-id)

Addition of Ca** to sperm suspended in a Ca-free low-Na
media (~ 10 mM) did not result in a hyperpolarization, but in a
sustained depolarization (Ca-id). Mg>* was omitted from the
assay in some experiments because, at the concentrations nor-

mally present in Ca-free media (1.2 mM), it blocked > 50% of
the depolarization {Fig. 4B). Residual Mg*" contributed by the
cell aliquot stored in Ca-free media was ~30 .M. As in the case

Table
EfTect of ouabain or niftumic acid on E, and the Ca-ith

Ouabain (uM) n E, (mV) Ca-ith (mV)  inhibition %
0 9 43+ 12 -39%13 0
1.5 8 =39t 10 -32%9 20
15 8 -46+5 -13t2 67
150 g =54 +6 =104 74
Niflumic Ac. (M)

0 15 =35+12 -9z%10 0
20 4 -30%£10 -40 + 10 =37
200 12 -34%8 -18t6 38
350 10 -49 + 6 -8%3 73
500 5 -54 £ 11 -9%2 70

The negative inhibition means that at 20 4M niflumic acid a potentia-
tion of Ca-ith is seen (for details, see Section 3). All experiments were
done in HMB Ca-free media.
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Fig. 4. Ca-id and its blockers. Ca-id experiments were done it low-Na* media (<10 mM Na®, 140 mM choline*, 6 mM K*, 30 uM Mg**, 0 Ca™*
and 150 mM CI'). (A) E,, depolarization induced by 0.05 and 1.2 mM Ca** or Mg®". Residual Mg** in these experiments was quelated with 12-25
#M EDTA. Addition of Mg™ blocked the Ca-id (first and third experiments) and by itself induced a smaller depolarization than Ca®*. The Ca-id
remained even after adding 1.25 mM Mg [B) TFP {12.5 M), NDP (25 4M) and Mg** (1.2 mM) blocked the Ca-id (1.7 mM Ca®*}. Time scales
are under the traces. (C) TFP and NDP dose-dependent inhibition of the Ca-id caused by low (<50 uM) or high (>250 uM) Ca®* concentrations.

of the hyperpolarization in normal Na™ media, the Ca-id was
dependent on the amount of Ca™ added, displaying a similar
saturation and JCs, (not shown). Fig. 4A illustrates the depolar-
ization induced by Ca®* at 0.05 and 1.2 mM Ca®* (left trace).
The magnitude of maximal depolarization was 21.4 * 3.2 mV
(n = 6)and half-maximal depolarization was reached at ~50 uM
Ca?*. The trace on the right of Fig. 4A shows how Mg’ inhib-
ited the depolarization. In 0Ca-0Mg media, Mg** itself depolar-
ized but with lower potency than Ca’* (right trace). Thus, Fig.
4A suggests that both divalent ions permeate through the same

channel, Ca®* passes more efficiently and Mg** blocks. This is
consistent with the properties of other Ca** channels {14,25).
The Ca-id was blocked with TFP and NDP (Fig. 4B,C). TFP
(12.5 uM) blocked 70 * 9.2% (n = 6) of Ca-id when 1.7 mM
Ca® was added and 94 + 4.5% (n = 5) with 0.05 mM Ca®
additions. NDP (>25 uM) blocked the Ca-id48 £ 38% (n=7)
for Ca?* additions >0.25 mM and 68 £ 7.5% (n = 4) for 0.05
mM Ca?** additions. This indicates that Ca?* may be permeating
through an L-type Ca?* channei (see Section 4). Other blockers
tested showed no apparent effect at concentraticns higher than
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those reported to block their respective chanmels (2.5 yM
w-conotoxin for Ca’* channels; 70 nM TiTxy toxin and 6 uM
TTX for Na® channels; 10 mM TEA®, 50 nM f-dendrotoxin
and 20 uM charybdotoxin for K* channels).

4. Discussion

The resting membrane potential of mouse spermatozoa in
HMB media, estimated with a membrane potential sensitive
cyanine dye, was —42 £ 8.8 mV. This value is close to the one
determined in buil spermatozoa under similar conditions [9].
This potential was sensitive to extracellular K™ and not to Ci™.
In Ca-free media (~oM [Ca®"),), ion substitution experiments
indicated that mouse sperm have a substantial permeability to
Na®. E, hyperpolarized in this media as [Na*], was lowered
from 110 1o 10 mM (Fig. 1B), but not in the presence of normal
Ca*" concentrations.

Addition of Ca®* (> 5 M) to sperm in Ca-free media induced
a transient hyperpolarization. This Ca-ith strongly depended
on [Na'].. When [Na"], was replaced by a non-permeant mono-
valent cation, the Ca-ith decreased and completely disappeared
at around 40 mM [Na'],. These results suggest that in the
absence of Ca’”, Na” can permeate through Ca®* channels, as
is the case in other systems [14,25]. On the other hand. ouabain,
a specific inhibitor of the Na-K ATPase, inhibited 70% of the
Ca-ith, indicating the participation of this pump in the re-
sponse. In red blood cells. squid axon [26] and in skeletal
myoballs [27], the Na-K ATPase contribution to the resting
membrane potential were calculated to be =0.3.5and ~5.7 mV,
respectively. However. under non-stationary conditions, the
contribution of this pump to E, could be much larger {28].
QOuabain (mM) has been shown to inhibit the AR in mouse
spermatozoa [13]. Amiloride (10-250 uM). a poorly specific
Na-Ca exchanger inhibitor {29], failed to affect Ca-ith hinting
it does not contribute to this response.

Replacing [C17), for a non-permeant anion decreased the
Ca-ith; and niflumic acid, a blocker of some Ci™ channels,
significantly inhibited this response. This result suggests the
participation of a Ca™-modulated CI” channel, which would
open as Ca™* enters the cell [21]. However, > 50% of the Ca-ith
remains in low [C{7).. arguing. that other ion permeabilities are
involved in this response, In the human sperm AR, a progester-
one potentiated GABA-Cl channel has been implicated in the
AR induced by this hormone: in mouse sperm GABA and
progesterone can act sinergistically to induce the AR [30]. Inter-
estingly, the rat brain GABA receptor expressed in Xenopus
oocytes is blocked (60%) by niftumic acid [23]. Although there
is no evidence that [Ca™} may modulate the sperm GABA
receptor as for other systems {31], it is worth considering its
possible participation in the Ca-ith.

Ca® influx is essential for the sperm AR. a crucial event in
fertilization in mammals and in many other species [2,15]. Dihy-
dropyridines, Co®* and Ni**, known blockers of voltage-de-
pendent Ca™ channels, inhibit the AR of ram, bull and mouse
sperm, suggesting their participation in this reaction [9]. Ca®*
additions in low Na” media resulted in a sperm depolarization
(Fig. 4). This Ca-id was sensitive to relatively high NDP con-
centrations (25 #M) that block L-type [32] or even T-type Ca®*
channets [33], consistent with the presence of voltage-depend-
ent Ca® channels in mammalian sperm [9). T-type Ca®* chan-
nels have been described in spermatogenic cells [34].
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TFP (12.5 uM), which can block Ca?* channels directly [35)
and inhibits the AR in sea urchin sperm [36. 37), also inhibited
the Ca-id. This compound, a known calmodulin inhibitor 38},
may be blocking the Ca-id in mouse sperm acting directly on
Ca”* channels and/or via calmodulin. On the other hand. toxins
that block Na®* channels (TTX and TiTxy} or K* channels
{TEA”, apamin, charibdotoxin and §-dendrotoxin} did not in-
hibit neither the Ca-ith nor the Ca-id.

Taken altogether, these observations can be considered in the
following working scheme to explain the Ca-ith. Na* can per-
meate through Ca’" channels in the absence of external Ca?*
increasing [Na’}, and stimulating the Na-K ATPase {26]. Addi-
tion of Ca®* blocks Na* influx through the channel and in-
creases the influence of the Na-K ATPase on E,,. both effects
would hyperpolarize sperm. As Ca®" enters the cell through the
channel (and/or other membrane transporters), it activates a
Ca’-modulated CI” channel, which accounts for part of the
Ca-ith explaining its sensitivity to niflumic acid. Mn** and Cd**
and at higher concentrations Ni**, Zn** and Co®". mimic the
Ca-ith, they can apparently block Na® uptake through the
channel and compete for the Ca®-binding site(s), since they
inhibit the response induced by a subsequent addition of Ca™.
In contrast. Ba®* which permeates well through Ca® channels
and has less affinity for channel Ca®*-binding sites [39], at mM
concentrations did not induce a hyperpolarization but a depo-
larization. Since certain inhibitors used here to block the Ca-ith
and the Ca-id also block the AR, some of the transport systems
involved in these mouse sperm responses to Ca™ may partici-
pate in the AR
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