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RESUMEN.

El presente trabajo de investigacion describe algunos de los mecanismos
de transporte idnico resultado de la fuente y utilizacién de energia metabolica, la
cual, mantienen y regulan los valores de! potencial de membrana en el
espermatozoide humano. Se investigod el efecto de la glucosa sobre el potencial
de membrana en espermatozoides humanos mantenidos en un medio sin este
carbohidrato. Este medio carente de carbohidratos no representa una condicién
fisioldgica. Cuando se adiciond 2 mM de glucosa a la celda de registro se
presentd una hiperpolarizacidn transitoria que se reprodujo de igual manera con
ia adicion de otros azlicares metabolizables, (fructuosa), pero no con a2 2-desoxi-
glucosa el cual no es metabolizable La adicién de 10 mM de fluoruro de sodio
(NaF) un inhibidor de la enzima enolasa bloqued por completo el efecto
hiperpolarizante inducido por la glucosa Este comportamiento indicd que la
hiperpolarizacion depende del metabolismo de la glucosa (glucolisis).

£21 colorante ulilizado para detectar los cambios en el potencial electrico de
la membrana fue el diSCs(5). Este colorante tiene carga positiva y se mueve
transporta hacia el interior de la célula y a otros organelos como la mitocondria.
Esto nos condujo a evaluar la posible contribucion del potencial de la membrana
mitocondrial en la hiperpolarizacién inducida por fa glucosa. Los inhibidores de la

cadena respiratoria {rotenona, antimicina A y cianuro) no modificaron el efecto



hiperpolarzante inducido por la adicion de glucosa u otros azucares. Por lo tanto,
el potencial de membrana detectado con el colorante corresponde a una
contribucién principal de la distribucion transmembranal.  Sin embargo, el
desacoplante mitocondrial CCCP {m-clorocarbonilcianurc fenilludrazona), que
colapsa el gradiente de protones, inesperadamente inhibié la hiperpolarizacion
inducida por la glucosa. En experimentos en los que se midic de manera
simultanea la concentracion calcio intracelular y el potencial de membrana, se
observd que el CCCP alterd el potencial transmembranal y lo pudo llevar al
potencial electroquimico para la distribucion de protones (Ex)r En efecto, en
espermatozoides hiperpolarizados con  glucosa, el CCCP indujo una
depolarizacion corroborada cuando se indujo un aumento en la concentracion de
calcio interno sensible a niquel, indicando la apertura de canales de calcio
dependientes de voltaje. Asimismo, en un medio sin calcio, que es una condicion
conocida que depolariza la membrana del espermatozoide, el CCCP indujo una
hiperpolarizacidon sin cambios en el calcio interno. Esto sugirié que el CCCP
puede mantener el potencial de membrana cerca del E4 con una fuerza suficiente
para evitar la hiperpolarizacion inducida por la glucosa,

Con el objeto de identificar la permeabilidad idnica que causa la
hiperpolarizacién inducida por fa glucosa, se incubaron espermatozoides en un

medio con alta concentracion extracelular de K’ y se utilizd un blogueador



especifico de 10s canales de K', el fetraetilamonio (TEA). En ambas condiciones
ta hiperpolarizacion no se alterd. Tampoco se encontrd ninguna participacion de
canales de Cl, debido a que la adicién de &cido niflimico, un bloqueador de los
canales de cloruro, no afecté la hiperpolarizacién. Por lo tanto, ia activacion de
los canales de K* y CI' no participan en la hiperpolarizacion inducida por la
glucosa. En presencia de ouabaina, un blogueador especifico de la actividad de
la ATPasa de Na'/K', ef efecto hiperpolarizante inducido por la glucosa se inhibio
completamente. Esto sugirio que la activacién de la bomba, fue la causa de la
hiperpolarizacién en virtud de que es electrogénica, ya que, intercambia 3Na” por
2K'. Esta hipétesis se comprob6 por el hecho de que en un medio sin potasio,
que no permite la actividad de la bomba, no se presentd una hiperpolarizacion
inducida por la glucosa. Cuando 1 mM de K' se afiadié a la celda de registro se
observé la hiperpolarizacion sensible a ouabaina.

Nuestros resultados evidencian claramente la participacidon de la ATPasa
de Na'/K" en el efeclo hiperpolarizante inducido por la glucosa De este modo, Ia
degradacion de la glucosa y la sintesis de ATP provoca la activacion de esta
bomba y el restablecimiento de las concentraciones de los iones de Na* y K

resultando en una hiperpotarizacién transitoria.



I. INTRODUCCION.

ta fecundacidon en los mamiferos es un procesc altamente conservado
durante la evolucion. La importancia de la reproduccién interna radica
fundamentalmente en la gran probabilidad del crecimiento del cigoto evitando la
competencia intraespecifica o interespecifica que existe en aquellos organismos
con reproduccidén extema. De igual forma asegura el alimento y la proteccion
indispensables para que el cigoto pueda llegar al final de su desarrollo.

Para que se lleve a cabo este proceso en los gametos, existen receptores
especificos que permiten el reconocirrﬁento entre las especies evitando una
posible fecundacién inviabfe entre especies distantes. Es importante de recalcar
que previo a y durante la fecundacion se presenta un gasto energético
considerable que asegura la supervivencia de la especie y garantiza su
descendencia. Posiblemente el proceso de fecundacion en los mamiferos sea el
mas complejo en el reino animal como lo constatan diversos  proyectos
experimentales que han permitido explicar algunos pasos, el orden, la cascada

de variables y condiciones necesarias para que se realice exitosamente.



I. 1 Caracteristicas generales de los gametos sexuales.

El espermatozoide humano es una célula compacta con una proporcion
minima de citoplasma el cual va perdiéndose durante la espermatogénesis y su
maduracién en el epididimo y esta altamente especializada para cumphr su
funcién primordial, la de fecundar al ovocito. Su tamario es tan reducido, que
imita su estudio mediante analisis electrofisiolégicos. No contiene aparato de
sintesis de proteinas (RNAm, RNAt y ribosomas), presenta su ADN condensado
en el nicleo focalizado por debajo de ia vesicula acrosomal (derivada del aparato
de Golgi) la cual contiene enzimas liticas {figura 1). Su estructura se divide en la
cabeza, la pieza media y el flagelo. La cabeza es una estructura con un tamafio
aproximado de 10 micras que incluye el matenat nuclear que ocupa la mayor
volimen, y la vesicuta acrosomal. La pieza media se sitia entre la cabeza y el
flagelo y es donde se localizan las mitocondrias, que llevan a cabo ias reacciones
metabdlicas que aportan la energia necesaria para la locomocion. El flagelo esta

constituido por el axonema, estructura encargada de la locomocion.

El contenido citoplasmatico del ovocito estd compuesto principalmente de
proteinas, lipidos, ribosomas, ARNt (transferencia) y ARNm {mensajero). En la
periferia del citoplasma se encuentran los granulos corticales (contenedores de

enzimas liticas principalmente mucopolisacaridos y proteinas hialinas) que son



organelos especializados derivados del aparato de Golgi (Gilbert, S. F., 1992). La
zona pelicida es una mafriz extracelular constituida por 3 glicoproteinas, la ZP,
ZP, y ZP; que rodean al évulo de los mamiferos. Es secretada durante la

ovogénesis v persiste durante la preimplantaciéon del évulo ya fecundado. La
zona peldcida es el sitio en el cual ocurre el reconocimiento entre el ovocito y el
espermatozoide durante la fecundacion (figura 2). Este reconocimiento activa la
reaccién acrosomal (RA) en el espermatozoide que permite la fusidn entre el
ovocito y el espermatozoide. Posterior a la fecundacion, la zona pellcida juega
un papel importante previniendo la polispermia y brindando proteccidn fisica al
embridn a lo largo de su trayecto hasta la cavidad utenna. El reconocimiento
ovocito-espermatozoide es especifico debido a una interagcién dada por
recepiores en la superficie del espermatozoide y la principal glicoproteina de la
Zzona pelucida: la ZPs. La especificidad de la ZP; se debe a las cadenas de O-

oligosacaridos que posee (Bleid, et al, 1990).



ot
P ) -
—
- re ~
T e - .
N vle
——— a—— ——— — -

Figura 2. Estructura morfolégica del ovocito humano.



I. 2 Interaccion ovocito-espermatozoide.

La funcidn primordial de! espermatozoide es la de fecundar al ovocifo.
Para ello, los espermatozoides de mamifero entran en un proceso denominado
capacitacién, el cual se da en el tracto genital femenino. La capacitacién dura en
el humano de 4 a 6 horas, aproximadamente y se caracteriza por una serie de
cambios bicquimicos y fisioldgicos que habilitan al espermatozoide a fecundar al
ovocito. Algunos de estos cambios fisiclogicos del espermatozoide observados
durante la capacitacién son el incremento en la concentracion del calcio
intracelular y del pH intracelular, la fosferilacion de proteinas cinasas y un
aumento evidente en la motilidad ¢ hiperactividad (alta frecuencia del movimiento
con direccionalidad lineal) (Mujica A., et al., 1881). Una caracteristica funcional
de la capacitacion es que el espermatozoide capacitado se encuentra preparado
para la reaccion acrosomal, que puede ser inducida por elementos presentes en
el traclo genital femenino, la glicoproteina ZPs y la progesterona que esta
contenida en le fluido folicular de! évulo (Suarez, S. et al., 1986).

Para que la interaccion ovulo-espermatozoide capacitado se lleve a cabo,
los receptores de la membrana del espermatozoide deben de ser reconocidos
por la ZP; (Sneil, W. J. y McWhite, J., 1996 y Brewis . y Moore D. M., 1997).
Las proteinas del espermatozoide propuestas para llevar a cabo tal interaccion

son, la B -1,4-galactociltransferasa (GalTasa) (Miller, et. al., 1992, Gong, et al,



1995), la proteina 56 Dka (Bleid y Wassarman, 1990) y una proteina con una
tirosina fosforitada, la p 95 (Leyton y Sailing, 1289). Como consecuencia de esta
interaccién se desencadena la RA en el espermatozoide (figura 2A}). La RA es un
evento de exocitosis en el cual la membrana plasmatica del espermatozoide se
fusiona con la membrana acrosomal induciendo la liberacién de enzimas liticas
(contenidas en la vesicula acrosomal). Ademas se expone una zona ecuatorial

en fa membrana dei espermatozoide la cual finalmente se fusiona con el ovocito.

En ratones los espermatozoides que presentarén la RA permanecen
unidos a la zona pellcida por ligandos localizados en ofra glicoproteina: la ZP;
(Bleig, Greve & Wassarman, 1988).

La fusion de! espermatozoide con el évulo causa un incremento en la
concentracién interna de calcio (Florman, et al, 1992) y del pH gue inducen la
exocitosis de los granulos corticales situados en el évulo, liberando su contenido
(proteasas y glicosidasas) hacia la zona pelicida. Estas enzimas causan un
endurecimiento de la zona pelucida por un cambio en la conformacién de las
cadenas de O-oligosacaridos y consecuentemente, una pérdida en la actividad
de los receptores de la zona evitando que més espermatozoides se unan Este
proceso constituye un mecanismo de blogueo de la polispermia (Wassarman,

1991).
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I. Metabolismo energético en el espermatozoide.

El metabolismo involucra a una serie de procesos bioguimicos que le
permiten a las células ulilizar 1a energia contenida en las biomoléculas para
propositos tan diversos como: a) realizacion de trabajo mecanico (como la
contraccion y la movilidad flagelar), b) transporte activo de iones y moléculas y,
¢) la sintesis de otras biomoléculas a partir de precursores sencillos. Esta
energia libre se obtiene fundamentalmente de la oxidacidon de macromoléculas
combustibles exbogenas, como la glucosa, o endbgenas, principalmente los
acidos grasos presentes en los fosfolipidos.

El intercambiador de la energia libre por excelencia es el ATP (adenosin
trifosfato). La forma activa del ATP se halla en un complejo formado con Mg;” ©
Mn,". La energia libre es liberada durante la hidrdlisis de su enlace fosfodiéster.
Los nucledtidos de piridina v flavina en su forma reducida transfieren electrones a
una cadena de fransporte electrénico {cadena respiratoria). Este flujo de
electrones forma el ATP a partir de ADP vy Pi mediante un procesc mitocondrial
conocido como fodforilacion oxidativa. Ef contenido normal de glucosa en el
semen humano esta alrededor de 0.41 + 0.09 mmoli (Povoa, et al., 1986). En
medios con glucosa, suplementados con piruvato y lactato, los espermafozoides
presentan la hiperactividad caracteristica adquirida (e indispensable) durante la

capacitacion.



De hecho la glucosa exdgena es un requerimiento indispensable para fa

capacitacion en raton y hamster (Mujica, A., et al, 1991}



1l. ANTECEDENTES.

Recientemente se ha estado investigando en nuestro laboratorio ia funcion
gue tienen los canales de calcio dependientes del voltaje (CCDV) en el aumento
en la concentracion del calcio que induce la progesterona en el espermatozoide
humano. Para que esfos canales se activen se requiere de un pulso
despolarizante que parta de un potencial de membrana negativo, usualmente
mas negativo que - 65 mV (Hille B., 1992). A este volitaje, los CCDV estan en
una conformacion cerrada y son susceptibles de abrirse como resultado de una
despolarizacién.

En espermatozoides incubados en condiciones no capacitantes, se ha
medido un potencial de reposo de - 40 mV. A este potencial, los CCLV estan en
un estado parcialmente inactivado y por lo tanto no pueden utilizarse plenamente
para meter calcio como respuesta a un pulso despolarizante. Se investigd si
durante el proceso de capacitacion (el estado en el cual el espermatozoide
responde a la progesterona de manera optima), el espermatozoide se
hiperpotarizaba de manera que pudiera eliminarse la inactivacidn de los CCDV.
El potencial de membrana se detecté con el colorante fluorescente diSCa(5) en
medio amortiguado con HEPES. Se enconfré que la incubacién por 4 horas en
condiciones capacitantes (medio HSM amortiguado con fosfato-bicarbonato bajo

atmésfera de 5 % de CO2 v 95 % de aire), los espermatozoides hiperpolarizaban



su membrana de - 40 a - 77 mV, aproximadamente. Este resultado estaba de
acuerdo con las observaciones hechas en espermatozoides de ratdn (Zeng, st
al,1995). Sin embargo, se tuvieron problemas en cuanto a la reproducibilidad de
los resultados y un estudio mas acucioso demostrd que ias condiciones de
capacitacion no fueron correctas ya que el volumen del medio (1-2 mi) era
pequeiio y las células (1 x 10% agotaban la glucosa en 4 horas.

Al medir el potencial de membrana por fluorescencia en medio
amortiguado con HEPES, las células se encontraban con glucosa nuevamente,
y era esta glucosa la gue provocaba la hiperpo!arizacic')n.r En efecto, al medir el
potencial de membrana de las células en medic sin glucosa, la adicion de
glucosa produjo un apagamiento en la fluorescencia consistente con una
hiperpolarizacion.

Es necesario mencionar que el colorante ulilizado para detectar el
potencial de membrana empleado es positivo y permeable a través de las
membranas. Cuando se presenta una hiperpolarizacidn hay un influjo del
colorante que lo acumula al interior de la célula, y provoca la formacién de
dimeros no fluorescentes (Wagooner, 1878). A mayor potencial negativo, mayor
captacién y mayor apagamientc de la flucrescencia. A medida que se despolariza
la célula el colorante se desplaza hacia el medio, disminuyendo la concentracion

de dimeros no fluorescentes, y consecuentemente incrementando la



fluorescencia. Al ser el colorante permeable a través de la membrana, se puede
detectar también e! potencial de organelos internos como en este caso la
mitocondria. En este caso, se requirid identificar una posible contribucién del
potencial de |la mitocondria ya que la glucosa, via la generacién de NADH podria
estimular la actividad mitocondrial y provocar la acumulacion del colorante,
apagando su fluorescencia.

Los resultados de esta tésis mosfraron que la glucosa mas bien
hiperpolariza la membrana plasmética y que esta hiperpolarizacion estd
relacionada con la via metabdlica glucolitica. La giucélisis genera ATP que,
estimula entre otros procesos, una ATPasa Na'/K'. La actividad de esta bomba
es electrogénica (se introducen 2 &tomos de potasio y se exportan 3 de sodio) y
se genera una hiperpolarizacion que confribuye enteramente a la
hiperpolarizacién inducida por la glucosa.

El presente trabajo tiene como propdsito tratar de incorporar datos
necesarios e importantes en el descubrimiento, andlisis y entendimiento de la
fisiologia del espermatozoide humano que pueden ser importantes en los

mecanismos de la fecundacion.



. OBJETIVOS.,

El objetivo general fue estudiar el efecto del metabolismo de la glucosa
sobre el potencial de membrana y la concentracidn del calcio intraceluar en
espermatozoides humanos incubados en medio sin gilucosa. De este tema
general se desprenden los siguientes cbjetivos particulares.

1} Determinar el efecto del metabolismo de la glucosa sobre el potencial de
membrana en presencia de inhibidores mitocondriales {rotenona, antimicina A y
cianuro} y un desacoplante mitocondrial (CCCP). Esto objetivo se planted para
discemir entre los efectos de la glucosa sobre el potencial de membrana
mitocondrial o de membrana plasmatica.

2) Determinar si el efecto de la glucosa se presenta como consecuencia de su
metabolismo. Para ello se usaron sustratos metabolizables como la fructosa y
manesa y un sustrato no metabolizable como la 2-desoxi-glucosa y un inhibidor
de la glucolisis en NaF.

3) Determinar los mecanismos de transporte idnico que participan en el efecto de
la glucosa. Dado que se probd que fa glucosa indujo una hiperpolarizacion, se
investigo si esta se debia a una activacion de canales de potasio, cloruro o a la
ATPasa, Na'/K'. Se Investigaron los efectos en presencia de TEA (bloqueador
del canal de potasio), acido nifiimico (blogueador de canal de cloro), ouabaina
(inhibidor de la ATPasa Na'/K') y del calcio y potasio extracelular sobre la

hiperpolarizacion inducida por glucosa.



IV. MATERIALES Y METODOS
IV.1. Reactivos.

Los reactivos utiizados para este desarrollo experimental fueron los
siguientes. De Molecular Probes: ioduro de 3, 3-diprofilficdicarbocianina
(diSCs(5)). Fura -2-AM  (acefoximetil ester). De SIGMA: DMSO (dimetil
sulfoxido), BSA {albimina sérica de bovinc), HEPES y valinomicina. De ICN:
ouabaina. Los carbohidratos, inhibidores mitacondriales y de la glucdlisis, y las

sales utilizadas para preparar los medios se compraron a Merck y Baker.

IV.2. Obtencién y purificacion de espermatozoides,

Las muestras de semen humano fueron proporcionadas por 7 donadores
sanos (con ires dias de abstinencia sexual) de entre 20 a 26 afios de edad.
Estas muestras se seleccionaron bajo los parametros del protocolo de la
Organizacion Mundial de fa Salud (OMS). Los pardmetros establscen que la
muestra presente: >50 millones de espermatozoides/m! de semen, > 50%
motilidad y > 50% de viabilidad. Las muestras usadas tuvieron entre 50 y 200
millones de células por eyacilado. Las muesiras de semen se mantuvieron
durante 30 minutos en una incubadora con una atmosfera con 5% de CO, y 95%
de aire y a una temperatura de 37°C. La purificacion de los espermatozoides se

realizd mediante la separacion de ta muestra por un gradiente discontinuo de



percoll a 75% y 50% (pH 7.4, HEPES 10 mM y NaC! 150 mM) que permite la
obtencion de espermatozoides mdviles y libres de plasma seminal y feucocitos.
Las muestras se centrifugaron a 300 X g durante 20 minutos de acuerdo a lo
establecido por Suarez et. al., 1986. El botén de espermatozoides obtenido se
lavo en una solucién de NaCl 117.5 mM, KCI 8.6 mM, CaCl 2.5 mM, MgCl. 0.49
mM, NaH;PO, 0.3 mM, Na-Lactato 19 mM, Na- Piruvato 0.25 mM, HEPES 25
mM a un pH 7.5-7.8, sin glucosa (medio 0glcHSM-H) y centrifugado a 300 X g
durante 5 minutos. Al término de este lavado, el sobrenadante se elimind y el
botdn se resuspendid en 1 mi de medio OgluHSM-H Las células se incubaron
durante 40 minutos en presencia de Fura-2-AM (3 pM) Transcurrido este tiempo
se reliré el excedente de Fura-2 con una (lfima centrifugacion (300 Xg por 5
minutos) en medio OgluHSM-H.

Los espermatozoides cargados con Fura-2 se suspendieron en 25 mi de
medio de capacitacion sin glucosa, El medio contenia HSM-H con NaHCO; 25
mM en lugar de! HEPES y BSA 3mg/ml (0glcHSM) ajustando el pH a 7.6-7.7, con
burbujeo de CO; y se mantuvieron en una incubadora a 5% de CO, y 95% de
aire y a una temperatura de 37°C. Se tomaron alicuotas de 2.5 ml del medio de
HSM (que contenian alrededor de 1 x 107 células) y se centrifugaron a 300 Xg
durante 4 minutos. El botén {(con aproximadamente 1X10° espermatozoides) se

resuspendido en la celda de registro, que contenia 2.5 mi de HSM-H+ 0.5 uM de



diSC3(5). La celda se mantuvo a 37°C y en agitacion magnética constante (400

rpm).

iV.3. Deteccion simultanea del potencial de membrana y concentracion del
caicio intracelular.

Para detectar el potencial de membrana se utilizé el colorante diSCa(5).
Este colorante se distribuye a través de la membrana celular como respuesta a
cambios en el potencial de membrana, observandose un incremento yfo
decremento en la emision de fluorescencia. Ei colorante diSC;(5) posee una
carga positiva. Se difunde de manera a través de las membranas. Se introduce a
la céluta y forma agregados no fluorescentes en el citoplasma y en organelos
internos como la mitocondria. Si las células se encuentran hiperpolarizadas se
presenta un influjo del colorante, como consecuencia, la emisién de fluorescencia
decrece. De manera inversa, cuando las células se despolarizan, se presenta un
eflujo del colorante, se dispersan los agregados del colorante y se incrementa la
emisién de fluorescencia.

Para realizar la deteccion simuiténea del potencial de membrana y la
concentracion del calcio intracelutar se utilizé un espectrofluorémetro PTI (Photon
Technology Internacional) el cuai consta de dos fotomuitiplicadores (PMTs)

situados uno frente al otro y a 90° respecto a la fuente de excitacion de Xenon

"



(0.85 Hz). La sefial del Fura-2 se excitd a dos longitudes de onda, de 340-380
nm, mediante la rotacion automatica de un monocromador y fue detectada con
un filtro de interferencia de 488 nm colocado en uno de los PMT. Se obtuvo fa
relacion (proporcién) de fluorescencia de 340 a 380 nm. La fluorescencia del
diSCy(5) se detectd de manera simultanea con un filtro de interferencia de 670
nm colocado en el segundo PMT. Se excité a 600 nm con ayuda de una fuente
adicional de fuz (Tri -lite, WPI) colocado enfrente de 1a lampara de Xenon. Ambas
lecturas, la retacion de fluorescencias del Fura-2 y la del diSCa(5) se obtuvieron a

0.8 Hz.

V.4, Catibracion del potencial de membrana.

ia calibracion del colorante diSC3(5) se realizé de acuerdo al método
descrito por Linares -Hemandez et al. (1998). Se calibré para mantener un valor
que se utilizara como comparacién si existé algin aumento o disminucion de la
sehal. El potencial de membrana se calibrdé con un iocndforo de potasio
(vahnomicina 0.4 uM) que fleva el potencial de membrana al equilibrio
electroquimico del potasio (Ex= - 71 mV). En virtud de que el potencial de reposo
es de alrededor de - 40 mV, la valinomicina provoca una hiperpolarizacion
(decremento en fa emision de fluorescencia). Después de la adicion de

valinomicina, el potencial de membrana se calibré con tres pulsos de potasio a

"



diferentes concentraciones (15mM, 15mM y 30 mM) que despolarizaron ia
membrana {aumentc en la emisién de fluorescencia). La calibracion del potencial
de membrana se calculd con la férmula Fx—F8.6 / Fval X 100 vs Ek , donde F8.8
es el valor registrado con la valinomicina en medio HSM ([Klext fuede 86 mM } vy
Fx es la fluorescencia obtenida por la adicidon de potasio externo (en presencia
de valimonicina). E} valor de E, se obtuvo a partir de la Ecuacion de Nerst, Ex=
61.54 mV log [K}int/ [K]ext, donde [Klint= 120 mM (Linares-Hernandez, et al

1998).

IV.5. Catibracion de la concentracion del calcio intracelutar.

En ausencia de glucosa, la relacién de fluoresencia obtenida del calcio
basal se estabilizd en valores de entre 1 2-1.7 y fueron calibrados de acuerdo a
lo propuesto por Grynkievicz, M, Poenie y Tsien 1985 utilizando la siguiente
ecuacion: [Ca2+]= Kd (R-Rmin} / (Rmax-R) {(Ff380 /Fb380). El colorante Fura-2
AM se utilizd para seguir la relacién de fluorescencia del Ca™. Se calibro en
ausencia y presencia de este i6n para establecer una relacidn de fluoresencia .
Esto nos permitic estimar los aumentos o disminuciones en los valores de
fluorescencia, como respuesta, a la adicidn de los reactivos utihzados para el
esludio. La sefial de! Fura-2 se registro de la manera anteriormente explicada.

Ei valor de Rmax (radiometria maxima) y Fb380 {fluorescencia méxima) se

bl



determinaron por saturacion de calcio con 1M de ionomicina (ionoforo de calcio)
(Babecok, D. F., 1983), Rmin (radiometria minima} y Ff380 (fluorescencia libre)
fue determinado quelando el calcio de! medio con EGTA (10 mM, de un stock
500 mM ajustado a pH 9) y la Kd {constante de disociacion) empleda fue 240 nM

{Grynkievicz, M, Poenie y Tsien 1985).
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V. RESULTADOSY DISCUSION.

La figura 3 muestra el efecto de la glucosa sobre la concentracion del
calcio intracelular y el potencial de membrana de espermatozoides incubados en
medio sin glucosa. Una vez equifibrados los valores de fluorescencia del
colorante diSC;(5) {lo cual ocurri6 en 4 minutos en la mayoria de los
experimentos) se adiciond a la celda de registro 2 mM de glucosa. Se observd
un decremento en la emision de flucrescencia que fue seguido, transcurridos los
4 minutas, de un incremento a los valores de reposo.

Partiendo de esta observacion, se procedid a determinar si este
decremento en la emision de fluorescencia era el resultado del potencial de la
membrana plasmatica o de una contribucion de ta membrana mitocondrial, que al
cargarse de manera negativa permitiria un influjo del colorante al interior de este
organelo. Una hiperpolarizacion del potencial mitocondrial se esperaria como
consecuencia de un aumento en sustratos mitocondriales producto de la
glucolisis. Para determinar esta posible contribucion se realizaron trazos en
presencia de diferentes inhibidores de la cadena respiratoria que impiden la
generacion del potencial de la membrana mitocondrial y en presencia también de
CCCP (desacoplante mitocondrial) que colapsa el potencial mitocondrial. Los
inhibidores utilizados fueron los siguientes: rotenona, que evita la oxidacion de

sustratos via una deshidrogenasa (ligada al NADH) blogqueando la transferencia
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Figuwra 3. Apagamiento transitorio de la fluorescencia del colorante diSCa(5)
inducido por glucosa. Se adiciond 2 mM de glucosa (G) a los 4 minutos de
iniciado el experimento en la celda de registro que contenia 2.5 m! de medio
OglcHSM-H + 0.5 uM el colorante diSCa(5). Cuatro minutos después se observo
un retorno de los valoras de fluorescencia hasta alcanzar los iniciales. La
valinomicina (1 pM) se adiciond a los 11:30 min. Un minuto después se calibro el
potencial de membrana con KCl. Se indican dos valores de calibracién a la
izquierda de los trazos. En el trazo de abajo ge observa la deteccidn simultanea

de [Ca”™"),



de electrones de FeS a ubiguinona (Sitio 1), la antimicina A que inhibe la
transferencia de electrones entre e! citocromo b y el citocromo c (Sitio 1), ¥ el
cianuro que inhibe a la citocromo oxidasa (Sitio ). Como se puede observar en
la figura 4A, la adicion de estos inhibidores mitacondriales apenas si alteraron la
fluorescencia del diSCs(5), lo cual sugirid que en estas condiciones la
mitocondria no contribuyd Al apagamiento de fa fluorescencia y provocaron una
inhibicion de tan solo 15% sobre el decremento en la emisién de fluorescencia
inducida por la glucosa.

Estos resultados sugirieron que el decremento en la emési:’m de
fiuorescencia es el resultado de un efecto hiperpolarizante inducido por la
glucosa y que la seial se debia fundamentalmente a la distribucion
transmembranal del colorante diSCs(5). Sin embargo, al evaluar la posible
activacion de la mitocondria por otro mecanismo, como lo es via
desacoplamiento mitocondrial con el protonéforo CCCP surgieron resultados
inesperados.

El CCCP (m-clorocarbonilcianuro fenithidrazona) es un protondforo
desacoplante de la cadena respiratoria, que colapsa el gradiente de protones gue
se genera durante el transporte de electrones por la cadena respiratoria. El

CCCP se adicioné a la celda de registro un minuto antes de la glucosa. Las

observaciones mostraron que en presencia del CCCP la hiperpolarizacion
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Figura 4A. Efecto de inhibidores mitocondriales sobre el decremento en fa
emision de fluorescencia inducida por la glucosa. La adicién de 04 M de
rotenona { R}, 2 uM de antimicina A {A) y 1 mM de cianuro de sodio {CN) casi no
modificaron el valor del potencial de reposo de la membrana Cuando se
adicionaron posteriormente fos 2 mM de glucosa se indujo cast la misma
disminucidn en la fluorescencia comparada con el controf (sin inhibidores

mitocondriales).

Figura 4B. Efecto del desacoplante CCCP sobre la emision de fluorescencia del
diSC3(5). La accion de 04 yM CCCP (C) blogued e apagamiento en la

fluorescencia inducido por la glucosa. El trazo sin desacoplante esta en negrita.



inducida por la glucosa no se Hlevé a cabo (figura 4B) sugiriende Ja posibilidad de
que la sefial generada por la giucosa tuviera un origen en el potencial de la
mitocondria. Este resultado fue contradictorio, ya que se esperaba que el CCCP
no luviera ningin efecto de acuerdo a lo observado en presencia de los
inhibidores mitocondriales.

Cabe hacer notar gue el mecanismo de colapso del potencial de la
membrana mitocondrial inducido por el CCCP y los inhibidores mitocondriales es
radicalmente diferente. El CCCP actiia colapsando el gradiente de protones,
dejando intacta la cadena de fransporte de electrones. Este colapso se da a
través de su actividad de ionéforo de protones tipo electrogénico {como sucede
con la valinomicina con el idn potasio). Esta consideracion nos ltevo a suponer
que el CCCP pudiera estar actuando también a nivel del potencial
transmembranal, creando una permeabilidad de protones que al ser
presuntamente mayor que la causada por la glucosa, la inhibiria, esto es, haria
una especie de fijacion de voltaje quimico en un valor cercano al potencial de
Nernst de distribucién de protones (Ey). Para verificar esta hipotesis se hicieron
dos pruebas que determinaron si el CCCP aiteraba el potenciat de la membrana
plasmatica. Una de ellas fue determinar si el CCCP abria canales de calcio
dependientes del voltaje, que se encuentran en la membrana plasmatica La

figura 5 muestra que, en efecto, en espermatozoides previamente
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Figura 5. Efecto de 0.4 uM de CCCP aiiadido a la ceida de registro después do
presentarse la hiperpolarizacién inducida por la glicosa sobre el potencial de
membrana (A') y el calcio intracelular (A) detectados simultaneamente. bl

experimento se hizo también en presencia de 600 M de NiCl {trazos By B8')



hiperpolarizados con glucosa, el CCCP (0.4 uM) produje un incremento en la
flucrescencia consistente con una despolarizacion (alrededor de - 36 mV,). De
manera simultdnea, se regisird un incremenfo en [Caz*]i. gue fue de una
magnitud comparable al de una despolarizacion similar a la hecha con potasio.
Este incremento en la concentracion det calcio fue sensible a NiCly (600 uM),
que bioquea canales de calcio dependientes de voltaje. Estos experimentos
indicaron que el incremento en la fluorescencia inducida por el CCCP
correspondié a una despolarizacion capaz de abrir canales de calcio
dependientes del voltaje sensibles a niquel. El valor del potencial alcanzado con
el CCCP fue muy cercano al Ey (EH= -40 mV) , considerando un pHi 6.9 y in pHe
de 7.55.

La segunda prueba fue investigar el efecto del CCCP en
espermatozoides incubados en medio sin calcio, que es una condicién en (a2 que
se sabe que el espermatozoide fiene un potencial despolarizado {Foresta, et al
1993}, los flujos idnicos que despolarizan este potencial son desconocidos. En
esta condicién, si el Ey es mas negativo que e! potencial de reposo, el CCCP
hiperpolarizaria. La figura 6 muestra que en efecto, este fue el caso: el CCCP
hiperpolarizé a espermatozoides depolarizados en medio sin calcio. Esta

hiperpolarizacién no produjo cambios en la concentracion del calcio interno y
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llegd a un valor muy cercano ai Ey. Estos resultados confirmaran que, en efecio,
el CCCP produce cambios en ia ‘permeabilidad de protones que cambian el
potencial de membrgna a valbré_s cércanos al En. Consecuentemente, el efecto
inhibitorio del CCCP sobre la hiperpolarizacion inducida por ta glucosa, pudo
deberse a que este iondforo ejercid un efecto fijador de voltaje; en otras
palabras, [a permeabilidad de los protones producida por el CCCP debib ser
mucho mayor que la permeabilidad idnica asociada a la hiperpolarizacion
inducida por la glucosa. Estos resuitados corroboraron que la glucosa tuvo un
efecto hiperpolarizante en la membrana plasmatica. La hiperpolarizacion inducida
por {a glucosa fue de alrededor de - 35 mV (de un potencial de reposo de - 44
34 mV, en ausencia de glucosa, a - 77 + 5 mV; ES, n= 5); con frecuencia se
obtuvieron valores mas negativos que el potencial electroquimico del potasio vy,
por ello, la posterior adicién de valinomicina tuvo un efecto despolarizante (ver,

por gjemplo, los trazos mostrados en la figura 4).

¢La hiperpolarizacién que induce la glucosa requiere de su catabolismo?
Para responder a esta pregunta se realizaron trazos en presencia de

cuatro diferentes carbohidratos: la O(+}-Glucosa, D(-}-Fructuosa, que son

metabolizables, y el carbohidrato 2-desoxi-D-glucosa que no lo es (Breitbart H. y

L. Nass-Arden, 1995). La glucosa ¥ la fructucsa provocaron praclicamente el
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Figura 6. Efecto del 0.4 uM CCCP en el calcio interno y el potencial de
membrana de espermatozoides incubados en medio con bajo calcio {OglcHSM-
H + 5 mM de EGTA) (B). Se muestra el trazo control {A) en medio con calcio y
las calibraciones correspondientes con 0.4 pM valinomicina (V) y KCI (K) 15, 15y
30 mM. EI valor sefaiado a — 36 mV es el que se alcanzd en ambos casos al

ariadir CCCP.
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Figura 7. Efecto de 3 diferentes aziicares sobre o potencial de reposo de la
membrana dei espermatozoide humano. Se adicions 2 mM de glucosa (1),
fructosa (2) y 2-desoxigiucosa (3) a ia celda de registro con 2.5 ml de medio
OglcHSM-H + 0.5 uM de diSC3(5). La valinomicina fue afiadida postetiormente y
un minuto después se hizo una calibracién del potencial de membrana con tres

adiciones sucesivas de KCI (15, 15 y 30 mM).



mismo efecto hiperpolarizante sobre el potencial de membrana, mientras que la
2-desoxi-D-glucosa, no causé efecto alguno (figura 7). La 2-desoxi -glucosa se
transporta a las células y puede fosforilarse por la hexocinasa, pero no se realiza
el siguiente paso catalitico (Devlin T.M.). Este resultado indicod que se requiere
de la hidrélisis de la glucosa para que se induzca Ja hiperpolarizacion. El efecto
hiperpolarizante producido por los diferentes carbohidratos (excepto la 2-desoxi-
glucosa) apoya la hipdtesis de que la utilizacion de la glucosa por el
espermatozoide es la principal fuente de energia metabdlica para la sintesis de
ATP.

Con fa intencion de explorar si la metabolizacion de la glucosa sirve como
fuente de energia causante de la hiperpolarizacion, se estudio el efecto de
inhibidores de la glucdlisis en ta hiperpolarizacion inducida por giucosa.
Paralelamente, se intenté establecer una correlacion con la motilidad del
espermatozoide.

La motilidad se siguié mediante observacion directa al microscopio. La
adicion de 2 mM de glucosa y del inhibidor de la glucdlisis fue simuitaneo. Se
realizé una estimacién porcentual de la motilidad comparadas con el control. Se
incubaron los espermatozoides durante 10 minutos a distintas concentraciones
(2, 6y 10 mMr) de cada bloqueador de la glucéfisis: NaF. £l fluoruro es un

inhibidor de la enzima enolasa, la cual es responsable de catalizar la reaccion de
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2-fosfoglicerato a fosfoenclpiruvato (Devlin T.M). Los resultados mostraron que a
conceniraciones bajas de NaF, desde 2 mM hasta 10 mM, la motilidad de los
espermatozoides disminuyd considerablemente (tabla 1). Alrededor de un 85%
de los espermatozoides observados en el campo se enconiraban practicamente
inméviles, en todos los tratamientos aplicados. Esta inmovilidad se ve
relacionada con la faita de formacion de moléculas de ATP necesarias para que
la cabeza de la proteina accesoria dineina interacties con los microtibulos
adyacentes muevan y permitan el movimiento dei flagefo, de igual forma, en
ausencia de glucosa la motilidad del espermatozoide se ve practicamente
anulada. Una vez observados los efectos del NaF sobre la motilidad de los
espermatozoides se procedid a estudiar e! efecto sobre el potencial de
membrana.

El efecto del NaF sobre la hiperpolarizacion inducida por la glucosa fue
claramente inhibitoric (figura 8). La concentracion de fluoruro que produjo una
inhibicion de! 50 % fue 1.3 + 0.4 mM (ES, n=4). Estos resultados concuerdan
con el efecto del NaF sobre la motilidad y sugieren que la metabolizacion de la

glucosa causa la hiperpolarzacion.

A



Tabla 1. Efecto de la concentracion de dos inhibidores de 1a glucdlisis (ASO4 y

NaF) sobre la motilidad del espermatozoide humano,

MOTILIDAD %
Control {2 mM glucosa) 80
HSM-H (sin glucosa) 0
TRATAMIENTO 2mM  6mM  10mM
ASO4 70 60 50
NaF 20 10 5

ASO4 + NaF 1 5 10

17
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Figura 8. Efecto del NaF (inhibidor de la giucdlisis) sobre la hiperpolarizacion
inducida por la glucosa. Se adicionaron concentraciones de 2 (1), 6 (2) y 10 (3)
mM de NaF del desde el inicio del experimento a la celda de registro con 2.5 ml
de medio OglcHSM-H + 0.5 uM del colorante diSC3(5). La glucosa (2 mM) fue
aifadida a los 4 minutos de comenzado e! experimento. La grafica muestra la
curva de inhibicién a ias diferentes concentraciones de NaF. Las barras son

errores estandar con una n=4.



Permeabilidades idnicas que participan en la hiperpolarizacién inducida
por la glucosa.

Se analizaron {os mecanismos de transporte ionico que participan en el

efecto hiperpolarizante inducido por la glucosa. Para ello estudiamos el potencial
de membrana y &l calcio interno en medio con diferente composicion idnica y en
presencia de inhibidores de canales idnicos. En primer lugar, se examind sila
hiperpolarizacién se debia a un aumento en la permeabilidad de potasio a través
de canales de potasio. En la Figura 9 se muestra un trazo que se realizé en el
medio (HSM) con elevado [K'] externo (68 mM).
Si la hiperpolarizacién se debiera a una activacion de los canales de potasio, la
elevacion en fa concentracion de potasio externo inhibiria la hiperpolarizacién, ya
que el potencial electroquimico de potasio es de - 15 mV. Como se muestra en la
figura 9 este no fue el caso, en presencia de 68 mM de KCl externo la
hiperpolanizacion inducida por la glucosa no se modifico. Ademés, 20 mM de
cloruro de tetraetilamonio (TEA), un blogueador de los canales de potasio no
modifico la hiperpolarizacion (figura 9). Los tres puisos de K' adicionados
posteriormente para realizar ia calibracién resultan ser evidentes por el efecto de
la valinomicina (ionoforo).

Asimismo, 50 uM de &cido niflimico, que es un blogueador de canales de

CI' tampoco tuvo un efecto diferente al observado en el trazo controf {figura 9).
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Figura 9. Permeabilidades idnicas involucradas en la hiperpolarizacion del
potencial de membrana. El trazo control (trazado en negrita) es comparado con
ios observados en medios con: (1) alta concentracion extracelular de KC| (88.6
mM), (2) TEA (10 mM), bloqueador especifico de os canales de K' y (3) acido
niflimico (blogueador de canales de CI') 50 uM. Estas substancias se afiadieron
desde el inicio de! experimento (4 minutos antes de la adicion de 2 mM da

glucosa (G).



En resumen, la hiperpolarizacion inducida por fa giucesa en fa presencia
de acido niflimico, 68 mM de KClo 10 mM de TEAfuede 28+ 5,290+ 3 y28 %
5 mV {SE, n=4) respectivamente. Estos valores fueron estadisticamente iguales
al valor control que fue de 31 £ 4 mV (SE, n=4).

Estos resultados descartan una posible activacién de canales de K' que
estuvieran participando en la hiperpolarizacidn de! potencial de membrana al
metabolizarse la glucosa, También sugiere que no existe una activacion de

canates de cloro durante la hiperpolanzacion inducida por la glucosa

Papel de la ATPasa Na'/K" en la hiperpolarizacién inducida por la giucosa.
Se investigd si la ATPasa Na'/K' participaba en la hipepolarizacion
nducida por la glucosa. Un antecedente importanfe indicaba que en células
durante el desarrollo de la ascilis esta enzima es capaz de generar un potencial
de - 70 mV (Bashford, 1985) en virtud de su intercambio electrogénico. Cabe
recordar que durante el reposo la distribucion de las cargas de los iones K’ y de
Na® se mantienen constantes por transporte activo, el cual utiliza mas de 1/3 de
la energia metabdlica disponible (ATP) para introducir 2K y sacar 3Na. Este
transporte electrogénico de los iones Na® y K* es catalizado por la ATPasa de

Na'/K".
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Para evaluar el papel de la ATPasa Na'/K" en |a hiperpolarizacion
inducida por la glucosa se utilizd ef inhibidor ouabaina. La ouabaina es un
glucesido cardiaco que bloguea fa actividad de esta ATPasa. La ouabaina inhibe
a la adencsintrifosfatasa que sélo es cataliticamente activa en el lado
citoplasmético de la membrana mitocondrial interna (Wallick, E. T., et al., 1980,
Askari. A. 1982). La ouabaina se adiciono a la celda de registro desde el inicio
del experimento. Se compararon los trazos a diferentes concentraciones de
ouabaina con uno control en ausencia de este blogueador. Los resultados
mostraron que la cuabaina inhibe por completo la hiperpolafizacion inducida por
la glucosa (figura 10). La concentracién del inhibidor que produjo una inhibicidon
det 50 % fue de alrededor de 700 nM, que es una concentracion gue concuerda
con el efecio inhibitorio de 1a cuabaina sobre la ATPasa Na’fK" encontrada en
otros sistemas (Robinson y Flashner, 1979). Este resultado indica que la
hiperpolarizacion se debe a la activacion de la ATPasa Na'/K'.

Una vez observada la contribucion de esta bomba a (a hiperpolarizacion
del potencial de membrana inducida por la glucosa, se procedio a realizar
experimentos con algunas variantes para confirmar la participacion de la ATPasa
Na‘/K'. Se adiciond ouabaina (3 uM) a las células 2 minutos después de inducida
la hiperpolarizacién por la glucosa con la idea de inhibir a la bomba y provocar

una depoiarizacion. Si la hiperpolarizacion se debia a una activacion de la
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Figura 10. Inhibicion de la hiperpolarizacién inducida por la glucosa (G) por
ouabaina. La ouabaina se afiadié desde el principio del trazo (4 minutos de
incubacion) (A). Las conceniraciones afiadidas fueron: 1) 0, 2y 0.2 ui, 3) 1aM,
4) 2 pM vy 5) 3 uM. La valinimicina (V, 0.4 (M) y KCI (15, 15 y 30 mM) se
afadieron como se indica. En B se muestra la grafica de la curva de inhibicion de
la hiperpolarizacion dependiente de |la concentracion de cuabaina. l.as barras
son errores estandar con una n=4. La concentracion de ouahaina que wiubio un

50 % de |a respuesta maxima fue 700 ni.



ATPasa Na'/K', la ouabaina deberia causar una despolarizacién. La figura 11
muestra que, en efecio, este fue el caso, ya que la ouabaina despolarizé la
membrana hasta alcanzar los valores del potencial de reposo, presumiblemente
debido al bloqued de la contribucion hiperpolarizante de la bomba. De manera
simultanea a la despolarizacion provocada por la ouabaina se observo un
incremento en la concentracion del calcio interno (figura 11) que probablemente
fue un reflejo de fa apertura de los canales de calcio dependientes del voltaje. E!
incremento en la concentracion del calcio interno inducido por la ouabaina se
bloqued con 600 uM de NiClL, que bloguea los canales de calcio dependientes
de! voltaje. Por otra parte, la adicion de Ni°* también inhibié la despolarizacién
inducida por la ouabaina. Estos resultados podrian sugerir que el Ni;" afecta, de
alguna manera, la interaccién entre la ouabaina y la ATPasa de Na'/K”.

Con los resultados obienidos se pudo corroborar que la  ouabaina, al
bloguear la actividad de |a ATPasa, despolariza la membrana (previamente
hiperpolarizada por la adicién de glucosa) y que esta despolarizacidn por
consecuencia promovié un influjo de caicio dependiente de voltaje.

Se hicieron mas experimentos para explorar el papei de la ATPasa Na' /K"
en la hipepolarizacién inducida por {a glucosa. Como sabemos gue en medio sin
potasio extemno esta ATPasa no puede intercambiar iones, decidimos probar el

efecto de ia glucesa en medio sin potasio. De acuerdo a esta hipotesis, en



ausencia de potasio externo la hiperpolarizacién inducida por la glucasa no se
presenté (Figura 12). Cuando se adiciond 1 mM de KC! a la celda, que es una
cantidad que satura a la bomba (Robinson y Fleshner, 1979), ta hiperpolarizacién
se dispard a valores simitares al trazo control, esto s, en 1 mM de KCli presente
desde un principio {figura 12). La hiperpolarizacién inducida con pofasio después
de tratar con glucosa se inhibié con 3 M de ouabaina (figura 12). Estos
resultados indican que la presencia del potasio es indispensable para que se
lleve a cabo la hiperpolarizacién iniciada por la activacion de la ATPasa Na'/K'
Integrando los resuitados obtenidos podemos sugerir el siguiente
mecanismo. En medio sin glucosa el espermatozoide tiene un potencial de
alrededor de - 40 mV. Al afadir la glucosa, ésta se transporia, se metaboliza y
genera ATP. Ei ATP producido incrementa la actividad de la ATPasa que, en
vintud de que cataliza un intercambio electrogénico {se exportan 3 Na' y se
importan dos K') hiperpotariza alrededor de 30 mV. Esto implica que en ausencia
de la glucosa el contenido de ATP debe ser limitante para la accion de esta
ATPasa. La hiperpolarizacion llega a un valor minimo y en minutos las células
vuelven a despolarizarse a su valor de reposo original, esto es alrededor de - 40
mV. Es posible que esta despolarizacion se deba a la activacion de canales

idnicos también dependientes de ATP que disminuyen la resistencia membranal.

45



A

00Z 009 00S 00F 00 002

T T T T T T T 0
. t_% st f.__:__:,hi A‘Mw.: QC1
_:?_1_:.‘ __*_,_,\M:,m. y . ;ﬁu}‘__\.h__.___. Qi g ;__._t.u OON
f, f\ A ®) 1 ooe
f ; 00%
@ =00008
V- — _yf_ _% ! _,.r____,_ wz{% a 5%? -
! ik ﬁYgﬁ,ﬂ_ \ ™ 00006
- —_ ] i b
2 JECT
06 - —— i 4 » - 000001
o » A P
Gl A o - 000011

AU ‘ousaiul o1ojeod

VN (S)EDSIp

da



Figura 11 Efecto de la ouabaina sobre el polencial de membrana y el calcio
interno de espermatozoides hiperpolarizados con glucosa. En las curvas (a) la
ouabaina (3 M) se adiciond a la ceida de registro dos minutes despucs de
presentarse la hiperpolarizacién inducida por 2 mM giucosa. B! trazo (b} muestra
el mismo experimento pero en presencia de 600 uM de Ni*'. En ambos
expetimentos se muestra la calibracién con valinomicina (V, 1 M) y las tres

cantidades sucesivas de KCI (15, 15y 30 mM).
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Figura 12 Efecto de la glucosa sobre el polencial de membrana en
espermatozoidos incubados en un medio sin potasio. Fl trazo A muestra el
ragistro de espermatozoides incubados en OglcHSM-H con | mM de K+ {control)
El trazo B se encuentra en las mismas condicionas pero en medio sin potasio.
Donde se indica se afiadié 1 mM de KCI. El trazo C es igual al trazo 0 pero en
presencia de 3 uM de ouabaina. Se adiciond 1 mM de KCl y un minuto despugs

se aftadid 0.4 uM de valinomicina.



Un medio ausente de glucosa no resulta ser una condicion fisiolégica. Un
aporte exdgeno de glucosa puede estar disponible en el tracto genitat femenino,
ademas, de! contenido en el plasma seminal (Povoa, et al, 1986) En
espermatozoides sanos no se ha encontrado una relacion entre disminucion de
glucosa e inhibicién de la reaccion acrosomal, debido a que los espermatozoides
no se hubieran capacitado. En condiciones patologicas (astenozoopermia y
azoospermia) la ausencia de cualquier tipo de carbohidrato disminuye la
motilidad. La adiciébn posterior de fructuosa incrementa e numerc de
espermatozoides moviles (Patel, et al, 1988). Lo que si se encuentra
documentado es que en ausencia de este carbohidrato es imposible que se lleve
a cabo la hiperactividad, requisito indispensable para la fecundaciin del ovocito

(Mahadevan, et al., 1897).
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Vi. CONCLUSIONES.
1. En un medio sin glucosa, la adicién de 2 mM de este carbohidrato induce una

hiperpolarizacién sobre el patencial de membrana.

2. E! efecto hiperpolarizante inducido por la glucosa es transitorio
(aproximadamente en 11 minutos), tendiendo a regresar a los valores iniciales
del potencial de membrana en reposo. Las causas que restablecen estos

valores no se estudiaron.

3. El desacoplante CCCP provoca un influjo de protones que es capaz de
cambiar el potencial de membrana, abriendo se canales de calcio dependientes
de voltaje. De igual forma, actda como un protondforo, fijando el potencial de

membrana a valores cercanos al Eq= - 40 mV.

4. El efecto hiperpolarizante inducido por la glucosa representa una contribucion
transmembranal como resultado del transporte del colorante diSCs(5) a través de

ia membrana celular.

5. El efecto hiperpolarizante se induce via el metabolismo de la giucosa. La
glucosa y la fructosa inducen hiperpolarizacion, la 2-desoxi-glucosa que no es

metaboliza, no la induce.
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6. £l compuesto NaF inhibe el efecto hiperpolarizante inducido por 1a glucosa.
Este resultado demuestra la dependencia de la glucolisis sobre la

hiperpolarizacion.

7. El desacoplante CCCP provoca una despolarizacion dsl potencial de
membrana y un inflyjo de Ca?* dependiente de voltaje que s€ bloquea

completamente en presencia de 600 uM de Niz".

8. Los canales de K o Ci" no participan en la hiperpolarizacion inducida por la

glucosa.

9. Et efecto hiperpolarizante inducido por la glucosa se inhibe completamente en
presencia de ouabaina. Debidc a que este glucosido es un bloqueador
especifico de la ATPasa de Na'/K®, se conciuye que este efecto se debe al
intercambio electrogémico de la bomba (3 Na' por 2 K} y que un aumento en {a
concentracion de ATP, producto de la glucolisis, aumenta la actividad de la

bomba, hiperpolarizando las células.

10. De manera consistente a la hipotesis anteriormente mencionada, eft un

medio sin K' no se presenta la hiperpolarizacion en presencia de glucosa.
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