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RESUMEN 

El Speract, un decapéptido proveniente de la gelatina del óvulo de erizo de mar, 

Strongy/ocentrotus purpuratus, estimula de manera transitoria a la guanilil ciclasa de membrana 

del espermatozoide y activa un canal selectivo para K• que hiperpolariza la célula. 

Se hicieron mediciones de potencial de membrana con colorantes fluorescentes sensibles 

a potencial de membrana, tanto én vesiculas de flagelo como en el espermatozoide completo, 

para determinar si el GMPc modula directamente al canal responsable de la hiperpolarización. 

Nosotros encontramos que el speract hiperpolariza e incrementa el contenido de GMPc en las 

vesículas de flagelo. GTPyS y GTP estimulan la hiperpolarización inducida por el speract en estas 

vesículas. El GDPJ3S, inhibidor de proteinas G. y otros activadores de proteinas G (aluminato, 

GMP-PNP y mastoparán) no incrementan la respuesta al speract. Por lo tanto, no parece estar 

participando una proteina G en Ja respuesta al speract. El IBMX, que preferentemente inhibe las 

fosfodiesterasas selectivas de GMPc del espermatozoide de erizo de mar, incrementó Ja 

respuesta inducida por el speract, en tanto que inhibidores de fosfodiesterasas selectivas de 

AMPc, (Ro-20-1724 y papaverina). no tuvieron efecto. 

El SBr-GMPc, un análogo del GMPc, permeable a la membrana. hiperpolarizó las 

vesículas; ni el SBr-AMPc ni el diBu-AMPc, análogos permeables del AMPc, fueron capaces de 

hiperpolarizar. En el espermatozoide hinchado, el SBr-GMPc también indujo una respuesta de 

características semejantes a Ja respuesta al speract. La hiperpolarización inducida por el speract 

y el 8Br-GMPc en las vesículas tiene la misma selectividad iónica (K- > Rb- >> es- > u- > Na+¡ y 
se inhibe con dos bloqueadores de canales selectivos para K .. directamente modulados por 

GMPc, 4-aminopiridina y 3,4-diclorobenzamil. Estos resultados sugieren que ambas respuestas 

involucran el mismo canal. Estos compuestos también inhiben la hiperpolarización inducida por el 

speract en el espermatozoide intacto. El mastoparán, activador de proteinas G y antagonista de 

calmodulina, inhibió la respuesta al speract en las vesiculas, al igual que otros antagonistas de 

calmodulina (trifluoperazina, W-7. W-12 y W-5). Esto es indicio de la participación de la 

calmodulina en la via de transducción de señales en Ja respuesta al speract. Además, altas 

concentraciones de 1nhibidores de protein-cinasas y fosfatasas no alteran Ja respuesta al speract 

de las vesículas de flagelo. En suma, los resultados indican que un incremento en la 

concentración de GMPc puede directamente abrir al canal de K. que hiperpolariza a las vesículas 

de flagelo y que un mecanismo similar opera en el espermatozoide completo. 
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SUMMARY 

Speract, a decapeptide from Strongylocentrotus purpuratus sea urchin eggs, transiently 

stimulates a membrana guanylyl cyclase and activates a K. selectiva channel that hyperpolarizes 

the cell. Membrana potential recordings with fluorescent dyes in sperm flagellar vesicles were 

used to determine if cGMP directly modulates this channel. We find that speract hyperpolarizes 

and increases the cGMP content of flagellar vesicles. Though GTP·rS and GTP stimulate the 

speract-induced hyperpolarizat1on 1n these vesicles. GDPJ3S, and G protein act1vators d1d not 

attect the speract response. Thus, 1t 1s unlikely that a G protein participates in the speract 

response. IBMX. wh1ch preferent1ally inhibits cGMP-selective phosphodiesterases of sperm. 

enhanced the speract-1nduced response. while inhibitors that preferent1ally inhibit cAMP-selective 

phosphodiesterases do not alter responses to speract. SBr-cGMP. a membrana-permeable 

analog of cGMP. hyperpolarized the vesicles; and permeant cAMP analogs do not hyperpolarize 

vesicles. The responses to speract and to SBr-cGMP have similar ionic selectiv1ties (K. > Rb. >> 

Lr· > Na·) and sensitivities to the channel blockers 4-aminopiridine and 3.4 dichlorobenzamil. 

indicating that they likely result from opening of the same K' channel. Mastoparan. a G protein 

activator and calmodulin antagonist. inhibited the speract response in the vesicles. like other 

calmodulin antagonists (trifluoperazine. W-7. W-12 y W-5). These results pointed the calmodulin 

participation in the transduct1on signal pathway of the speract response. In addition. inhibitors of 

protein kinases and phosphatases fail to alter vesicle hyperpolarization by speract. Thus, an 

increase in cGMP concentration, measured in these vesicles, may directly mediate opening of the 

channel that hyperpolarizes sperm membrane vesicles. Similar mechanisms presumably operate 

in intact sperm. 



Participación de un Canal de K-+ Directamente Modulado por 
GMPc en la Respuesta Inducida por el Speract en el 

Espermatozoide de Erizo de Mar S. purpuratus. 

INTRODUCCIÓN 

En organismos de reproduccion sexual la fecundac1on es el evento primordial requerido 

para la generación de un nuevo individuo El óvulo y el espermatozoide son células terminales 

que están destinadas a monr a menos que se encuentren y se fusionen en el proceso de 

fecundación (Fig. 1 l El espermatozoide activa al óvulo para comenzar su programa de 

desarrollo. Este proceso requiere del encuentro y reconocimiento de los gametos maduros. El 

mecanismo de la fecundac1on se ha estudiado a mayor profundidad en los invertebrados 

marinos, especialmente en los enzas de mar. un organismo de fecundación externa. Este tipo 

FIGURA 1. Fecundación. 

l. "1 El Espermatozoide. 

de fecundación, que ocurre en el agua de 

mar. es mas fácil de estudiar que la 

fecundación interna de los mamíferos que 

ocurre en el tracto reproductor femenino. El 

erizo de mar (Fig. 2A) es un excelente 

modelo de estudio de la fecundación y de 

las etapas tempranas del desarrollo, 

puesto que de él se pueden obtener una 

gran cantidad de gametos. De un erizo 

macho se obtienen - 101º espermatozoides 

y de la hembra - 106 óvulos. 

El espermatozoide es una célula muy especializada encargada de llegar hasta el óvulo 



homólogo y fecundarlo mediante su fusión =n él y el depósito de su infonnación genética. 

Frecuentemente los espermatozoides son las células mas pequeñas en los organismos de 

reproducción sexual 

A 

B 

4µm 

Acrosoma 

Núcleo 

Membrana 
plasmática 

Mitocondria 

Flagelo 

e 
MicrotUbulos 

Mitocondria del axonema 

f~~~~J~1;r~~; ·¡' 1:~t-U dOQ~ i. ·7. 

~~~· 
Membrana 
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FIGURA 2. A. El erizo de mar de la especie Strongylocentrotus purpuratus y B. esquema del 
espermatozoide de erizo de mar de la misma especie donde se muestran los principales 
componentes de la célula. C, el esquema muestra un corte transversal de la parte basal del 
flagelo donde el axonema se encuentra rodeado de la mito=ndria. 



El espermatozoide de erizo de mar constituye un modelo relativamente simple para 

estudiar el control iónico del movimiento flagelar así como las modificaciones bioquímicas y 

fisiológicas necesarias para la fecundación debido a que son organismos de fecundación 

extema y son bien conocidas las condiciones iónicas del medio en que ocurren la activación de 

la movilidad, la reacción acrosomal y la fecundación. 

El espermatozoide de erizo de mar es una célula muy pequeña (Fig. 28) que está 

compuesto de 2 partes principales: el flagelo y la cabeza. El flagelo, de aproximadamente 50 

µm de longitud y 0.1 f'm de diámetro, consiste en un complejo axonémico (axonema) y tiene 

como función impulsar al espermatozoide hacia el óvulo y lo ayuda a cruzar la cubierta de éste. 

El axonema del flagelo consta de un par de microtúbulos centrales rodeados de 9 pares de 

microtúbulos. La cabeza. de 3 a 4 f'm de longitud por 2 f'm de ancho, a su vez contiene sólo 

una mitocondria que proporciona la energia necesaria para el movimiento flagelar, ésta rodea al 

axonema en la parte basal del flagelo (Figs. 28 y 2C), el núcleo haploide cuya cromatina está 

altamente condensada y el gránulo acrosomal, el cual contiene enzimas hidroliticas que ayudan 

al espermatozoide a pasar a través de la capa extema del óvulo. 

La activación del espermatozoide para la fecundación consiste de 2 pasos principales: a) 

la activación de la movilidad de la célula y b) la inducción de la reacción acrosomal. En el 

espermatozoide de erizo de mar los canales iónicos tienen una importancia primordial en la 

activación de la respiración y de la movilidad en la quimiotaxis, asi como en la reacción 

acrosomal, que son eventos fundamentales para que se lleve a cabo la fecundación. Los 

canales iónicos están presentes en la membrana plasmática del espermatozoide de erizo de 

mar y en sus organeJos internos_ Para revelar los mecanismos moleculares involucrados en Ja 

comunicación entre el espermatozoide y el óvulo, es necesario entender cuál es el papel de 

estos sistemas de transporte iónico y cómo se regulan en cada uno de los procesos antes 

mencionados. 

1.2 Péptidos de Ja Gelatina del Óvulo. 

Los óvulos de erizo de mar miden - 100 f'm de diámetro y están rodeados de una matriz 

extracelular hidratada. conocida como la capa de gelatina. El espermatozoide debe pasar a 

través de ella antes de poder contactar la membrana del óvulo. Esta capa de gelatina posee 



componentes que activan al espermatozoide e inician Ja rea=ión acrosomaJ, necesaria para que 

pueda fecundar al óvulo. Además, debido a su viscosidad previene que muchos 

espermatozoides puedan llegar al mismo tiempo al óvulo al actuar como barrera. Esta capa 

también proporciona protección al óvulo ante daños extemos provocados por la acción del 

medio en el que se libera. 

El principal componente de la gelatina es un glicoconjugado de fucosa sulfatado, que se 

Je ha denominado "factor" (SeGall y Lennarz, 1979, 1981; Vacquier y Moy, 1997), es el 

responsable de Ja exocitosis del gránulo acrosomal (reacción acrosomal). La capa de gelatina 

del óvulo de erizo de mar también contiene pequeños péptidos que tienen efectos muy 

importantes en la fisiologia del espermatozoide, ya que lo preparan y lo guían hacia el óvulo 

(Garbers, 1989). Los péptidos más estudiados son el speract (de "sperm activating peptide-), 

(Gli-Feu-Asp-Leu-Asn-Gli-Gli-Gli-Val-Gli), un decapéptido aislado de la gelatina del óvulo de las 

especies de erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus (Hansbrough y Garbers, 1981 a) y de 

Hemicentrotus pulcherrimus (Suzuki. et al., 1981) y el resact (de "sperm respiratory activating 

peptide"). (Cis-Val-Tre-Gli-Ala-Pro-Gli-Cis-Val-Gli-Gli-Gli-Arg-Leu). un péptido similar al speract, 

obtenido de los óvulos de la especie de erizo de mar Arbacia punctulata. 

La participación de estos péptidos en la quimiotaxis se ha demostrado sólo en A. 

punctulata, donde el resact. a concentraciones nanomolares, atrae al espermatozoide en un 

evento que es especie especifico, dependiente de Ca2
' y de la concentración del péptido (Ward, 

et al., 1985). El resact es la primera molécula de estructura conocida y derivada del óvulo que 

se conoce como agente quimioatractante para el espermatozoide animal. El resact y el speract 

no tienen reacción cruzada con los espermatozoides de la especie que contiene el péptido 

contrario. aún cuando se usen a muy altas concentraciones. Estos péptidos regulan la movilidad 

estimulando la respiración (Ward. et al .. 1985; Cook, et al .. 1994) y el metabolismo de 

fosfolipidos del espermatozoide homólogo y en conjunto con otros factores de la gelatina del 

óvulo, promueven la fecundación (Suzuki y Garbers. 1984; Shimizu. 1990; Suzuki y Yoshino, 

1992). 

El speract, a concentraciones picomolares, activa la movilidad e induce un rápido 

incremento en la respiración en espermatozoides resuspendidos en agua de mar acidificada (pH 

6.6) (Suzuki y Garbers, 1984). A concentraciones nanomolares estimula: la entrada de 22Na" y 

.i 



de 45Ca,., la salida de H• y K', así como el incremento en los niveles intracelulares de GMPc, 

AMPc y Ca2
', así como el aumento del pH intracelular (pH,) (Garbers, 1989; Darszon, et al., 

1999). 

Experimentos de entrecruzamiento de proteínas ("crosslinking") indicaron que el speract 

se une a una glicoproteina de 77 KDa (Dangott y Garbers, 1984) que se encuentra en cercanía a 

la guanilil ciclasa (GC) del espennatozoide (Benlley, et al., 1988), a la cual activa de manera 

transitoria (Bentley y Garbers, 1986, Garbers. 1989, Yuen y Garbers. 1992). El espermatozoide 

de erizo de mar tiene altas concentraciones de guanilil ciclasa, esta enzima es una glicoproteina 

que se encuentra localizada en la membrana plasmática del flagelo (Garbers y Gray, 1974, Gray 

y Drummond, 1976; Sano, 1976) y posee un solo dominio transmembranal. El estudio de los 

mecanismos de comunicación entre el óvulo y el espermatozoide de la especie de erizo de mar 

A. punctulata llevó al descubrimiento del primer miembro de la familia de guarnlil ciclasas de 

membrana plasmática (Garbers. 1989). El resact se une directamente a la GC del 

espennatozoide de esta especie. La clonación de esta GC pennitió la clonación de otros 

miembros de la familia de gualilil ciclasas, en mamíferos, que ahora conocemos como 

receptores de superficie para péptidos natriuréticos (Waldman, et al., 1984; Winquist, et al., 

1984) y receptores de enterotoxinas resistentes al calor. En algunos casos se conoce que la GC 

aunque presenta las caracteristicas estructurales de un receptor. no es esta la proteína que 

funciona como tal sino una proteína asociada a la GC (Kuno, et al., 1986; Paul, et al., 1987; 

Takayanagi, et al., 1987). esto mismo ocurre en el espermatozoide de erizo de mar S. 

purpuratus. 

El speract incrementa, de manera transitoria, las concentraciones de GMPc y AMPc y 

produce una hiperpolarización transitoria y dependiente de K. en el espermatozoide de S. 

purpuratus (Garbers. 1989), asi como en membranas de flagelo de esta célula (Lee, 1988), sólo 

que en este último caso no es transitoria (Fig. 3, tr<izo de la derecha). Dicha hiperpolarización 

estimula un intercambio Na'/H' (Len y Garbers, 1986) lo que da lugar a un incremento en 

el pH, (Hansbrough y Garbers. 1981 b; Repaske y Garbers. 1983). El speract también 

incrementa la actividad de otros sistemas de transporte iónico que transitoriamente incrementan 

la concentración de ca•2 intracelular ([Ca2 j,) y depolarizan al espennatozoide (Darszon, et al., 

1999) (ver Fig. 3). 



GH-Feu-Asp-Leu-Asn-GIJ-Gli-GIJ-V¡J¡l-Gli 

Ca.,,•------- =-=-------> 

0 9 Citoplasma 

Hiperpolarización 

~ EmL Vesículas de Flagelo 

s 

FIGURA 3. Modelo que representa el Mecanismo hipotético de la Respuesta al speract 
del espermatozoide de eriz•~ de mar $_ purpuratus. El Speract cuando se une a su receptor 
(1) activa indirectamente a la guanilil ciclasa (GC, 2). El incremento transitorio en [GMPc] podria 
abrir, directa o indirectamente, un canal do K• (3) responsable de la hiperpolarización transitoria. 
Esta hiperpolarización puede estimular a la adenilil ciclasa (AC. 4). activar un intercambio Na•tH• 
(5), posiblemente un intercambio Na·tca~· (6) y un incremento en el pH intracelular(pH,). Los 
cambios en el pH, pueden modular a la GC y a la AC, y probablemente a algunas c1nasas, 
fosfatasas y fosfodiesterasas. El incremento en la [AMPc] activa a un canal poco selectivo para 
K. y dependiente de AMPc, que pudiera estar involucrado en la depolarización inducida por el 
speract (7). La a=ion simultanea de los cambios de pH, y [AMPc] puede modular un canal de 
Ca,. (8). El cambio en el potencio! de membrana (1\Em) inducido por el spcroct (100 nM) en el 
espermatozoide =mpleto y en las vesiculas de flagelo de S. purpuratus se muestra en el lado 
derecho 
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Se ha mostrado que el speract incrementa la concentración de GMPc, hiperpolariza al 

espermatozoide hinchado y abre canales de K. (Babcock, et al .• 1992; Cook y Babcock, 1993a). 

pero no se sabe si estos canales estén modulados directamente por el GMPc (Darszon. et al., 

1999). 

El receptor del speract se encuentra localizado mas densamente en la membrana 

plasmética del flagelo (Cardullo. et al. 1994; Garbers. 1989), lo qL1e puede revelar su papel en la 

movilidad flagelar. Los flagelos del espermatozoide se pueden hinchar al resuspenderlos en un 

medio hipoosmótico. de tal forma que es posible preparar vesiculas de membrana flagelar en 

cuyo medio intravesicular se incluyan compuestos que no son permeables a la membrana 

celular del espermatozoide. teniendo asi control de los componentes del medio 1ntravesicular. 

Cuando estas vesículas se sujetan a un gradiente de K. de adentro hacia afuera. y se abre un 

canal selectivo para K •. ocurre una hiperpolarización del potencial de membrana. Este cambio 

de potencial se puede medir con colorantes fluorescentes sensibles al potencial de membrana 

como es el diS-C3 -(5) (Lee. 1988). Estas vesículas son un sistema simplificado que permite 

estudiar el mecanismo por el cual el speract modula el o los canales responsables de la 

hiperpolarización en el espermatozorde. 

1.3 Las proteínas G y fa Respuesta al Speract 

Las proteínas G son proteínas heterotriméricas que funcionalmente acoplan receptores 

de la membrana (Gilman. 1987) a sus enzimas blanco o a canales iónicos. Estas proteínas 

constan de 3 subunidades. u. p y y; la subunidad u une e hidroliza GTP. En estado inactivo la 

proteina G existe como un trímero que tiene unido GDP a la subunidad u. Cuando se estimula 

por la unión a un receptor que a su vez fue activado por ligando, la subunidad u intercambia su 

GDP por GTP. Lo anterior provoca la disociación de la subunidad u del dímero py, llevando a la 

subunidad u y/o al dímero py a unirse a las proteinas blanco. La proteina G vuelve a inactivarse 

cuando la subunidad a, que tiene actividad de GTPasa. hidroliza el GTP, quedando de nuevo 

con un GDP unido (Hepler y Gilman, 1992). 

La respuesta inducida por el speract (híperpolarización) en las vesículas de flagelo se 

incrementa cuando se cargan con GTP, agonista de proteínas G. o GTPyS, un anélogo del GTP 
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poco hidrolizable por lo que mantiene a la proteína Gen estado activado. Esto llevó a Lee (1968) 

a proponer la participación de proteínas G en la respuesta al speract. 

1.4 Calmodulina 

La calmodulina, se encuentra en abundancia en el flagelo (Jones, et al., 1976) del 

espermatozoide de erizo de mar donde se encuentra también el receptor al speract. 

Antagonistas de CaM inhiben la movilidad del espermatozoide humano (Aitken, et al., 1986; 

Ahmad, et al., 1995), perro y erizo de mar (lwasa, et al., 1967) y esta proteína se ha identificado 

en el espermatozoide de diversas especies (Feinberg, et al., 1981; Jones, et al., 1980; Tash, et 

al., 1968). 

La CaM es una proteína pequeña. de 16.7 KDa, que contiene cuatro sitios de unión a 

Ca2
• (Haiech, et al. 1981 ). Es una proteina intracelular ubicua que tiene un papel vital en muchos 

aspectos de señalización celular (Levitan. 1999), transmite las señales del Ca2
• generadas en 

varias vías de señalización. La CaM. por ejemplo, puede unirse directamente a un canal iónico o 

puede tener otros blancos como cinasas o fosfatasas que regulen a su vez dicho canal. Esta 

proteína multifuncional puede unirse al menos a 30 diferentes enzimas y proteinas blanco tales 

como protein-cinasas. protein-fosfatasa y fosfodiesterasa dependientes de CaM, la sintetasa de 

óxido nítrico, la cinasa de cadena ligera de la miosina, así como ATPasas y proteínas 

estructurales del citoesqueleto (Jurado, et al., 1999; James. et al., 1995; Means, et al, 1991; 

Vogel, 1994). 

La CaM puede existir en diferentes estados de unión de Ca2
', con 1, 2, 3 o 4 Ca2

• unidos 

en diferentes combinaciones, asi, la mayoría de las enzimas que se activan con Ca2 ·-caM 

requieren que tenga unido al menos 3 o 4 Ca2
•. Aunque los estudios se han enfocado con 

mayor frecuencia a esta forma de la CaM que se une a Ca2
•• esta proteína puede existir libre de 

Ca2+ e interactuar con proteínas en una manera independiente de este catión (Rhoads y 

Friedberg, 1997). A esta forma se le llama ApoCaM. En este estado también puede tener un gran 

número de proteinas como blanco, siendo gran parte de ellas las mismas que modula la CaM y 

otras más, entre las que podemos citar a la neuromodulína, la neurogranina (Gerendasy, et al., 

1995) y la protein-cinasa dependiente de GMPc (Yamaki y Hidaka, 1980). La unión de la CaM a 

las enzimas puede ocurrir en la presencia de quelantes de Ca2
', como lo son EDTA o EGTA. Un 
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ejemplo es la neuromodulina, que se une a CaM en presencia de EGTA ya que su afinidad es 

mayor a bajas concentraciones de ca•• o en ausencia de éste (Urbauer, et al.. 1995; Gerendasy, 

eta/., 1995). 

1.5 Los Nucleótidos Cic/lcos y su /rnportancla en la Respuesta al Speract 

Los nucleótidos ciclicos (AMPc y GMPc) se han implicado como segundos mensajeros 

intracelulares en la movilidad, metabolismo, capacitación y la reacción acrosomal del 

espermatozoide (Garbers y Kopf. 1980). Aunque el mecanismo exacto de acción de los 

nucleótidos cíclicos en estas células sólo se entiende parcialmente, ya que aunque se sabe que 

se incrementan los niveles de nucleótidos ciclicos durante los eventos antes mencionados. no se 

sabe mucho acerca de la forma en que modulan a las proteinas efectoras finales, los canales 

iónicos (Darszon, et al .. 1999). Estos son los responsables de los cambios en la permeabilidad 

que ocurren durante estos procesos. Se desconoce si el efecto de los nucleótidos cíclicos es 

directamente sobre los canales. o bien. requieren de la acción de una proteína intermediaria 

como lo seria una cinasa o una fosfatasa dependiente de nucleótidos ciclicos. 

1.5.a Canales CNG y canales modulados por nucleótidos cíclicos. 

Los nucleótidos cíclicos usan diversos mecanismos para controlar la actividad de una 

variedad de canales iónicos. Los miembros de una familia designada como canales 

dependientes de nucleótidos cíclicos (canales CNG. de "Cyclic Nucleotides Gated") requieren de 

AMPc o GMPc para abnrse. Estos muestran características estructurales comunes con los 

miembros de la superfamilia de los canales dependientes de voltaje (Jan y Jan, 1990). a pesar 

de que no se abren por voltaje La subunidad " de los canales CNG consta de 6 segmentos 

transmembranales (S1-S6) incluyendo el segmento S4, considerado parte del sensor de voltaje 

en los canales dependientes de voltaje, y la región formadora del poro (Zagotta, et al., 1996). 

Tienen un gran dominio carboxilo terminal que posee un motivo de unión a nucleótidos ciclicos. 

Los canales CNG son hetero-oligómeros constituidos de al menos dos diferentes subunidades, 

a y fl. Esto implica que las distintas combinaciones de subunidades pueden generar una 

diversidad de canales funcionales (Biel. et al., 1995). La subunidad a (Kaupp, et al., 1989) y 
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algunas subunidades J3 (Wiesner, et al., 1998) de un canal directamente regulado por GMPc se 

clonaron e inmunodetectaron en el flagelo del espermatozoide de mamifero. 

Los canales CNG tienen un papel muy importante en la transducción de señales en los 

sistemas visual (Yau y Baylor, et al., 1989) y olfatorio (Zufall, et al., 1994), pero también se han 

encontrado en una amplia variedad de tejidos no sensores, como el corazón, riñón, hígado, 

músculo y testiculo (Biel, et al, 1994; Distler, et al, 1994; Finn, et al, 1996; Feng, et al, 1996; 

Weyand, et al, 1994). Estos canales son catiónicos, poco selectivos, sin embargo, la homología 

estructural que guardan con los canales de K' dependientes de voltaje ha llevado al 

descubrimiento de canales de K' dependientes de voltaje que están regulados por nucleótidos 

ciclicos (Bruggemann. eta/., 1993; Latorre, eta/., 1991, Ganetzky, eta/., 1995) 

Los canales iónicos sensibles a nucleótidos ciclicos (no dependientes de nucleótidos 

ciclicos) pertenecen a una familia relacionada con los canales CNG pero distante. Son canales 

que no son controlados de manera primaria por los nucleótidos cíclicos, pero son modulados por 

ellos. A esta familia pertenecen los canales de los fotorreceptores de estructura ciliada, de 

invertebrados como la escalopa, un molusco comestible de la especie Pecten irradians, 

comúnmente conocido como escalopa de bahía o escalopa de aguas poco profundas. Las 

células fotorreceptoras de este molusco responden a la luz dando una señal hiperpolarizante, 

como resultado de la apertura de canales de K. (Gomez y Nasi, 1994 a, b; McReynols, 1976). 

Las conductancias de este tipo. selectivas a K', son moduladas directamente por GMPc (Gómez 

y Nasi, 1995), el mismo compuesto que controla la corriente en los fotorreceptores de los 

bastones en vertebrados (Fesenko et al., 1985). 

11 HIPOTESIS 

El incremento en la concentración de GMPc que ocurre en el espermatozoide de erizo de 

mar S. purpuratus. durante la respuesta al speract. puede modular directamente al canal iónico 

selectivo para K. responsable de la hiperpolarización. 
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111 OBJETIVO 

Estudiar la modulación del canal de K. responsable de la hiperpolarización en la 

respuesta al speract. 

a) Determinar si este canal es modulado por proteinas G y/o es modulado por GMPc. 

b) Determinar si esta modulación ocurre directamente sobre el canal o mediante un 

evento de fosforilación. 

IV METODOLOGÍA 

IV.1 Obtención de los Espermatozoides. 

FIGURA 4. Obtención de los espermatozoides. Panel superior-izq.: Inyección intracelómica de 
KCI 0.5 M. Panel inferior-der.: Erizo de mar macho, los gametos se observan en color blanco 
(espermatozoides). Der.: Colección de los espermatozoides con una pipeta Pasteur. 
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Los erizos de mar de la especie S. purpuratus se obtuvieron de Marinus (Long Beach, CA.) 

y se mantuvieron en un acuario provisto de agua de mar artificial a una temperatura de 9 a 12ºC. 

Los espermatozoides de erizo de mar se obtienen por inyección intracelómica de 0.5 M de 

KCI y se colectan directamente de los gonoporos con una pipeta Pasteur (Fig. 4, der.). Se 

mantienen a 4ºC hasta ser utilizados. 

IV.2 Reactivos 

Los colorantes para medir potencial de membrana, diS-Ba-Cr(3) y diS-C3 -(5), se 

compraron a Molecular Probes (Eugene, OR). ambos se utilizaron disueltos en DMSO. El DCB 

se sintetizó como se describe en (Cragoe. et al., 1967) y se disolvió en DMF. La valinomicina, 

los nucleótidos ciclicos permeables: 8Br-GMPc. 8Br-AMPc. diBu-GMPc y diBu-AMPc; el GTP.yS, 

mastoparan. NaF. AICl3 • Ro-20-1724 e IBMX fueron de Sigma (St. Luis. MO). El H-7, H-8, Rp-8-

pCPT-cGMPS. HA 1004. KN-62, Lavendustina A y Genisteina de Calbiochem (La Jolla, CA}, y el 

speract sintético de Península Laboratories (Belmont, CA). Los moduladores de canales de K• 

fueron de Alomone Labs. (Jerusalem, Israel). El resto de los reactivos fueron de la mas alta 

calidad disponible. Con excepción de la valinomicina y el IBMX. que se disolvieron en DMSO. 

todos los demas compuestos se disolvieron en Hepes 10 mM pH 8.0 con el objeto de prevenir 

algún cambio de pH debido a la adición del reactivo. 

JV.3 Preparación de las Vesículas de Flagelo. 

IV.3.a Aislamiento de Jos flagelos. 

Las membranas de flagelo se aislaron de acuerdo al método de Lee (1984, 1985, 1988), 

modificado en el laboratorio del Dr. Darszon. El semen (1 mi) se diluye en 20 mi de agua de mar 

artificial fria (O a 5"C) y sin sodio (AMAONa pH 8.0: 460 mM Cloruro de colina, 27 mM MgCI,, 28 

mM Mg2S04 , 10 mM CaCl2 • 8 mM KCI, 2 mM KHCOo. 10 mM Hepes pH 8.0) y se centrifuga a 

250 g por 5 min, para eliminar los restos celulares provenientes de las paredes de la gónada e 

impurezas. La eliminación del Na' en el agua de mar previene la activación de la movilidad. Los 

espermatozoides se sedimentaron al centrifugar el sobrenadante a 3,000 g por 5 min, se 

resuspendieron en 200 mi de AMAONa pH 8.0 fria, se recuperaron al centrifugar a 2,000 g por 
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10 min (rotor JA-20) y se resuspendieron en 15 mi de AMAONa pH 8.0 con 0.1 mM del inhibidor 

de proteasas, PMSF. 

Los flagelos se separaron de las cabezas al hacer pasar la suspensión de espermatozoides, 

10 veces, a través de una aguja hipodérmica del núm. 21. Los flagelos se aislaron de las 

cabezas centnfugando a 2,000 g durante 5 min (rotor JA-20). El precipitado, conteniendo las 

cabezas y espermatozoides completos, se reprocesó por el mismo procedimiento para recuperar 

más flagelos en el sobrenadante. Para eliminar cualquier remanente de cabeza o 

espermatozoide completo. los sobrenadantes se centrifugaron nuevamente a 2,000 g por 5 min 

(rotor JA-20). Con los flagelos aislados se formó un precipitado al centnfugar a 6,000 g (rotor JA-

20) durante 30 m1n (ver Fig. 5). Se utilizó microscopia de contraste de fases para venficar la 

ausencia de cabezas de espermatozoídes o espermatozoides intactos en la suspensión final de 

flagelos. En caso de que se observara una o más cabezas por campo se efectuó una 

centrifugación adicional a 2.000 g por 5 min (rotor JA-20). 

IV.3.b Aislamiento de las membranas de flagelo. 

Los flagelos se hincharon al diluirlos en 4 mi de medio intravesicular (40 mM KCI, 1 mM 

MgCl2 y 1 O mM Pipes pH 6. 7) y se lisa ron al homogenizarlos con 20 movimientos de 

homogenización con un vástago de Teflón (la luz entre la pared de la cámara y el vástago es de 

0.08 - 0.13 mm). Los compuestos que no son permeables a la membrana, tales como el GTPyS, 

GTP, GDPpS o NaF se introdujeron en las vesiculas al adicionarlos al medio intravesicular antes 

de la homogenización. Los axonemas se eliminaron mediante centrifugación a 13,000 g por 4 

min (centrifuga de mesa Eppendorf y en el cuarto frio). Las vesículas de membrana flagelar se 

colectaron por centrifugación a 130,000 g por 15 min (rotor 80 Ti, 4ºC). En caso de que las 

vesículas se hayan cargado con algún compuesto, se incluye un paso adicional de lavado, antes 

de la resuspensión final, para eliminar del medio externo al compuesto impermeable. Para ello, 

las membranas se resuspenden en un volumen de 10 mi de medio externo (ME: 40 mM KCI, 20 

mM MgCI, y 10 mM Pipes pH 6.7) y se centrifugan a 130,000 g por 15 min (rotor BO Ti, 4ºC). 

Finalmente se resuspenden en un volumen pequeño (300 - 400 µI) de ME, para utilizarse el 

mismo día de la preparación o se almacenan a -70ºC (ver Fig. 5) hasta su uso. 
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FIGURA 5. Preparación de Vesículas de Flagelo. 
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/V.4 Determinación de la Concentración de Proteína. 

La concentración de proteina en las membranas se determinó por el método de Bradford 

(Bradford. 1976) usando seroalbúmina bovina como estándar. 

Lámpara de Xenón 

\ Monocrornador 
de Excitación 

Cámara de 
la Muestra 

Fotornultiplicador 
de Referencia 

Unidad 
Optica 

FIGURA 6. Espectrofluorómetro SLM-Aminco 8000. 

/V.5 Mediciones de Potencial de membrana. 

IV.5.a Potencial de Membrana de las Vesículas. 

Fotornultiplicador 
de Emisión 

/ 

Monocrornador 
de Emisión 

El potencial de membrana se determinó en un espectrofluorómetro SLM-Aminco-8000 

(Fig. 6) conectado a un baño de circulación para mantener la temperatura constante (16ºC). Para 

estas medidas se utilizaron el colorante fluorescente diS-C3-(5) (125 nM). cargado positivamente, 

y sensible a potencial de membrana y la sonda aniónica diS-Ba-C3-(3) (62.5 nM). La solución 

concentrada de cada una de las sondas se preparó en DMSO. La concentración final de DMSO 

en el ensayo fue de 0.12º/o. 
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La fluorescencia de diS-C3-(5) se excitó a 620 nm y se midió a 670 nm (González­

Martínez y Darszon, 1967, Reynaud, et al., 1993), mientras para el diS-Ba-Cz-(3) se excitó a 540 

nm y se midió a 580 nm. Cinco µI de la suspensión de vesiculas (2-4 mg de proteina/ml) se 

adicionaron a 1.6 mi del medio de ensayo de potencial de membrana (MEPM: 20 mM MgSO •. 1.5 

mM Ca(OHh. 0.5 mM CaCI,, 20 mM Hepes pH 8.0 ajustado con N-metil-D-glucamina) 

conteniendo la sonda fluorescente. Los experimentos se llevaron a cabo en celdas de vidrio de 

forma cilindrica y fondo plano, en agitación continua con una barra magnética y a 16ºC. El 

registro se inicia cuando la señal de fluorescencia llega al equilibno (2-4 min). Las adiciones de 

las diferentes substancias se hicieron en pequeñas alicuotas (1-10 ¡d). Los cambios de 

fluorescencia se calibraron de acuerdo al potencial de equilibno del K' generado en las vesiculas 

en la presencia de valinomicina (0.5 1•M), un ionóforo de K' (Fig. 7). Para la calibración se miden 

los cambios de fluorescencia inducidos por las diferentes adiciones de K., en unidades arbitrarias 

{UAF), se grafican contra el potencial de equilibrio del K. calculado mediante la ecuación de 

Nemst (Fig. 7C): 

E = RT In [ion]e . donde: 

R= Constante de los gases 

T= Temperatura absoluta 

Z= Valencia del ion 

F= Constante de Faraday 

ZF [ion], 

[ion]e = concentración externa del ion 

[ion),= concentración interna del ion 

Las adiciones de K. para la calibración fueron: 0.3125, 0.625, 1.25 y 2.5 mM. Para los 

cálculos del potencial de equilibrio para el K• se utilizó la concentración intravesicular de 40 mM. 

Para calcular la magnitud de la hiperpolarización en presencia de inhibidores se tomó el 

valor de fluorescencia al cual se estabiliza la señal de fluorescencia, es decir el valor de 

hiperpolarización maxima. 
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FIGURA 7. Detenninación del Potencial de Membrana. El potencial de membrana se midió 
con la sonda fluorescente DiS-C,-(5)_ A) Trazo de potencial de membrana en las vesiculas de 
flagelo. que indica la adición de speract y la titulación =n valinomicina y K" _ Al lado derecho se 
indican los cambios en la fluorescencia. en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF). 
resultado de las adiciones de K" así como su equivalente en unidades de potencial de 
membrana (mV). que se calcula utilizando la Ecuación de Nerst para el potencial de membrana 
(C)_ Cada una de estas mediciones se grafica como se indica en B. D) Fórmula lineal del DiS­
C:.-(5). 

IV.5.b Mediciones de Potencial de Membrana en el Espennatozoide Completo 

Potencia/ de membrana en el espermatozoide intacto_ 

Para las mediciones de potencial de membrana del espermatozoide intacto se utilizó la 

sonda fluorescente diS-C:.-(5) (González-Martínez y Darszon. 1987. Reynaud, et al .• 1993) y 
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como medio de ensayo AMAONa, pH 8.0. Los espermatozoides sin diluir se resuspendieron en 

proporción de 1 :20 en agua de mar artificial con sólo 1 mM de Ca,. pH 7.0 (AMA 1 Ca2
•, pH 7.0). 

Diez µI de esta suspensión se resuspenden en el medio de ensayo {AMAONa, pH 8.0). Cuando 

la señal de fluorescencia llega al equilibrio, al cabo de 2-4 min., se adiciona un agente 

desacoplante CCCP (0. 1 ¡•M), que elimina la contribución de la mitocondria en el potencial de 

membrana de la célula al desacoplar la fosforilación oxidativa (Terada, 1981). Asi, la señal que 

se registra corresponde sólo al potencial de membrana plasmática del espermatozoide. Para la 

calibración del potencial de membrana se adicionó O 5 fLM de valinomicina. Las adiciones de K• 

para la calibración fueron: 3.75, 7.5. 15 y 30 mM. 

Potencial de membrana en el espermatozoide hinchado. 

Las medidas de potencial de membrana en el espermatozoide hinchado se hicieron de 

acuerdo a Babcock, et al .. (1992). Los espermatozoides (10 µI de la suspensión en AMA1Ca2
•• 

pH 7.0) se hincharon al resuspender1os en agua de mar artificial diluida 1110, pH 7.0, con 20 mM 

de Mg2 SO.. El CCCP y la valinomicina se utilizaron a la misma concentración que en las 

mediciones de potencial del espermatozoide intacto. Para la calibración se hicieron las siguientes 

adiciones de K·: 10, 20 y 40 mM. 

Se usaron diferentes concentraciones de K. para calibrar los cambios de fluorescencia en 

el espennatozoide completo debido a que las condíciones iónicas son distintas, en un caso es 

agua de mar diluida y en otro es agua de mar sin Na·. La razón de usar estas condiciones y no el 

agua de mar completa. pH 8.0, se debe a que en AMAONa. pH 8.0 o agua de mar artificial diluida 

1/10, pH 7.0 la hiperpolarización inducida por el speract presenta una cinética más lenta por lo 

que se observa con más claridad. 

/V.6 Determinación del Contenido de GMPc en las Vesículas de Flagelo. 

El contenido de GMPc en las vesiculas de flagelo se determinó por radioinmunoensayo. 

Las membranas de flagelo (300 ¡tg) se resuspendieron en 20 mi de MEPM con 100 ¡tM de IBMX. 

La suspensión se incubó con o sin speract (100 nM) durante 1 min a 14°C. Posteriormente, la 

suspensión se centrifugó a 200,000 g por 15 min a 4ºC, las membranas se resuspendieron en 

200 µI de medio de ensayo y se hirvieron por 5 min. Después, el GMPc se extrajo a temperatura 
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ambieri'e con 2 volúmenes de etanol y agitando en el "vortex" durante 1 min, la suspensión se 

centrifugó a 16,000 g durante 20 min para separar el GMPc (sobrenadante) de las proteínas de 

Ja muestra. Para recuperar el GMPc contenido en este sobrenadante, se evaporó al vacío hasta 

obtener un residuo seco. El residuo se disolvió en 50 ~d de la solución amortiguadora 

proporcionada con el estuche de ensayo (TRK 500) y se procesó de acuerdo a las instrucciones 

del proveedor (Amersham). Este ensayo se basa en la competencia entre el GMPc sin marcar y 

una cantidad conocida de GMPc marcado, con Tritio. por la unión a un antisuero de alta afinidad 

y especifico para el GMPc. La cantidad del GMPc unido al antisuero es inversamente 

proporcional a la cantidad de GMPc presente en la muestra de ensayo. Se mide la cantidad de 

radiactividad unida al anticuerpo, lo que permite el cálculo de la cantidad de GMPc sin marcar en 

Ja muestra y con estos datos construir una curva estándar. La separación del GMPc unido al 

anticuerpo de aquél no unido se realizó precipitando con sulfato de amonio. seguido de 

centrifugación. El precipitado, que contiene el GMPc unido al anticuerpo, se disolvió en agua y 

su actividad se determinó en un contador de beta-centelleo liquido. Finalmente, la concentración 

del GMPc no marcado en Ja muestra se determinó a partir de su correlación con los datos de Ja 

curva estándar. 
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V RESULTADOS 

La mayor parte de los resultados aqui mostrados se encuentran en el trabajo publicado 

en la revista Developmental Biology (ver Apéndice). 

La hiperpolarización inducida por el speract en las vesiculas de flagelo es 

cualitativamente similar cuando se mide con el colorante diS-C,-(5) o con diS-Ba-C,.-(3). como lo 

reportó Lee (Lee, 1988) y se ilustra en las figuras 8A y 88. Sin embargo. es más dificil de 

calibrar el diS-Ba-C 0-(3) ya que forma complejos insolubles con la valinomicina (Rink. et al., 

1980; Zeng, et al.. 1995). mientras que el d1S-C,-(5) se puede calibrar fácilmente, y su señal de 

fluorescencia es más grande. Es por esta razón que se utilizó el diS-C:.-(5) para medir el 

potencial de membrana de las vesículas y del espermatozoide intacto. además de que este 

colorante es uno de los más usados para medir potencial de membrana (Laris. et al., 1976; 

Tsien y Hladky, 1978; Rink. et al .. 1980). 

Debido a que el potencial de membrana de las vesículas de flagelo y el del 

espermatozoide es negativo, ta sonda catiónica se intemaliza y disminuye su fluorescencia al 

interaccionar con proteínas internas. Como el colorante es catiónico también entra a la 

mitocondria en los espermatozoides por lo que es necesario colapsar el potencial mitocondrial 

con un ionóforo de protones (Terada, 1981). Si se asume que en la presencia de la valinomicina, 

el potencial de membrana es igual al potencial de equilibrio del K •. entonces es posible calibrar 

los cambios de fluorescencia del DiS-C3 -(5) (ver Metodología). Para tal efecto. se cambió el 

potencial de equilibrio del K. al cambiar la concentración de K• externo. En las Figuras 7 A y 8A 

se puede observar cómo un incremento en la concentración de K ... externo. que disminuye el 

potencial de equilibrio para el K', da como resultado un incremento en la fluorescencia. De los 

resultados de estos experimentos puede construirse una curva de calibración como Ja que se 

muestra en Ja Fig. 78. El potencial de reposo de las vesículas de flagelo medido con este 

colorante fue de -80 + 3 mV (n = 1 I O) y la adición del speract resultó en una disminución de la 

fluorescencia. lo que indica una hiperpolarización inducida por el speract, misma que llega a su 

valor máximo (-31 ± 17 mV. n = 136) en 40 "'6 s. y decae muy lentamente. en minutos. Por otro 

lado, el potencial de membrana de las vesículas de flagelo no cambió cuando se adicionó el 

solvente del speract (agua desionizada) o 100 nM de resact, un péptido que no induce ninguna 
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respuesta en los espermatozoides ni tampoco en los flagelos aislados de S. purpuratus (Lee y 

Garbers. 1986; Garbers. 1989). (Fig. 8A). lo cual rndica la especificidad de Ja respuesta. 
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FIGURA 8. Hiperpolarización inducida por el speract en las vesículas de flagelo del 
E~spermatozoide de erizo de mar. Los trazos superiores son representativos de Ja 
hiperpolarización inducida por 100 nM de speract en las vesículas de flagelo. medida con diS­
C,-(5) (A) o diS-Ba-C,-(3) (B). Ni el solvente del speract (A, segundo trazo) ni 100 nM de 
resélct. un péptido homólogo de la especie A. punctulata (A. tercer trazo), indujeron la 
hiperpolarización. Las flechas indican las adiciones de cada compuesto. C) Dependencia de la 
concentración de la respuesta al speract medida con diS-C,-(5). Este es el colorante que se 
utilizó para medir el potencial de membrana en los experimentos posteriores. Los valores 
representan el promedio ± error. est. de al menos 4 experimentos. Todos los trazos de potencial 
de membrana tienen las escalas de tiempo y de potencial de membrana, o en su defecto 
unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) cuando no es posible hacer una calibración debido 
a las condiciones de experimentación. 
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La Figura 8C muestra que a 0.8 nM de speract se obtuvo la mitad de la respuesta 

máxima al speract y la saturación ocurrió a -25 nM. La respuesta al speract en las vesículas de 

flagelo no se inhibe por el cambio en el pH externo desde - 6.5 a 8.0, sólo se presenta una 

inhibición clara a pH 5.0 (Fig. 9). 
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FIGURA 9. Efecto del pH extemo 
en la Respuesta al Speract. La 
hiperpolanzación inducida por el 
speract sólo se inhibe de manera 
importante a un pH extemo (PHu) 
<5.5. En el rango de pH., de - 6.5 a 
8.0 la hiperpolarización no muestra 
inhibición. La hiperpolarización (eje 
y) se normalizó con respecto al 
control donde el pH., es 8.0. Se 
muestra el promedio +/- el error 
estándar de n =3. 

V.1 Moduladores de Proteínas G en la Respuesta al Speract. 

La inclusión de GTP (Lee, 1988) o GTPyS (300 µM) en las vesiculas de flagelo 

incrementó la respuesta al speract (Fig. 10). Si este incremento estuviera mediado por proteínas 

G, se esperaría que el GDPPS. un análogo no hidrolizable del GDP. inhibiera la 

hiperpolanzación inducida por el speract, ya que por mantener a las proteínas G en su 

conformación tnmérica (a,p,y). constituye un inhibidor de estas proteínas, pero no ocurrió así 

(Lee, 1988) (Fig. 10A, 3"' trazo, y 108). 

Para explorar la participación de las proteínas G, se utilizaron otros activadores de 

proteínas G. como el aluminato, GMP-PNP (500 ~·M) y el mastoparán (10 ~·M). El GMP-PNP, al 

igual que el GTP·rS. es un análogo del GTP no hidrolizable por las proteínas G. sirve como un 

inhibidor efectivo de la actividad de GTPasa de estas proteínas. dejándolas en un persistente 

estado activado. 
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FIGURA. 10. Moduladores de Proteínas G en la Respuesta al Speract en las Vesículas de 
Flagelo. A) La hiperpolarización inducida por el speract en las vesículas control o en las 
precargadas con 300 ¡1M de GTPyS o GDPflS (300 ¡iM). o expuestas a 10 ¡•M de mastoparán. 
B) Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos que se muestran en A). ademas 
se muestra la respuesta al speract obtenida en las vesículas cargadas con GTP (300 ¡•M), 
GMP-PNP (500 ¡•M) y aluminato (AIF4). El GTP. el GMP-PNP. el GTP·rS. el GDP[IS, el GMP­
PNP y el aluminato se introdujeron en las vesículas como se indica en Metodología, el 
rnastoparan es permeable y se adicionó 10 min. antes del speract (25 nM). La hiperpolarización 
inducida por el speract se normalizó con respecto al control. C) Efecto del GDP[lS (análogo del 
GDP) y del GTP y sus análogos GTP-rS y GMP-PNP. sobre el potencial de reposo de las 
vesículas. El potencial de membrana de reposo esta normalizado con respecto al de las 
vesículas control sin cargar. Se muestra el promedio +/- la desviación estándar de al menos 4 
experimentos. 
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El mastoparán, un pequeño péptido anfifilico de 14 aminoácidos (lle-Asn-Leu-Lis-Ala­

Leu- Ala- Ala- Leu- Ala-Lis-Lis-lle-Leu-NH,), aislado del veneno de avispa, activa directamente a 

proteínas G (Higashijima, et al, 1998). Este péptido cataliza el intercambio de nucleótido (GDP 

por GTP), de las proteínas G. ya que cuando el mastoparán se une a Ja membrana plasmática 

forma una a. hélice de tal forma que imita la acción del dominio de regulación de los receptores 

que activan a las proteínas G. El aluminato (AIF.-) activa proteinas G al unirse a la subunidad 

inactiva Gcx-GDP. cerca del sitio que ocuparía el fosfato gamma del GTP en la subunidad 

activa, G cx-GTP (Sondek, et al .. 1994). Estos activadores no incrementaron la respuesta al 

speract {Fig. 10A y 108), lo cual es inconsistente con la participación de proteínas G en esta 

respuesta. Por otro lado, el potencial de membrana de reposo de las vesículas cargadas con 

GTP o con GTPyS se muestra más hiperpolarizado (Fig. 10C). Se presenta una 

hiperpolarización de - 17 mV en aquellas vesículas cargadas con GTPyS y de - 10 mV en las 

que tienen GTP. Esto no sucede cuando se cargan con el análogo del GTP. el GMP-PNP o con 

el análogo del GDP. el GDP[1S. Esto sugiere que el GTPyS y en un menor grado el GTP pueden 

inducir hiperpolarización por ellos mismos. aun en la ausencia de speract. 

La sintesis de GMPc por la GC en la célula depende de la disponibilidad del sustrato, el 

GTP. Es probable que el incremento observado en la respuesta al speract. con el GTP y el 

GTPyS. se deba a que estos compuestos también puedan actuar como sustratos de la GC en 

las vesiculas (Bentley, et al.. 1987; Sitaramayya. et al .. 1991), mientras el GMP-PNP no es un 

buen sustrato para esta enzima (Sitaramayya, et al .. 1991). 

V.2 lnhibiáores de Calmoáulina Inhiben la Respuesta al Speract 

La calmodulina (CaM) es una proteina intracelular. de bajo peso molecular {16.7 KDa) 

que se encuentra en abundancia en el flagelo del espennatozoide de erizo de mar (Jones, et al .. 

1978) donde también se encuentran el receptor al speract y la GC. El Mastoparán. además de 

ser agonista de proteinas G. es un antagonista de CaM. que se une a ésta en cada uno de sus 

dominios globulares. amino y carboxilo. inhibiendo el cambio conformacional que permite a la 

CaM unirse a la proteína blanco. El mastoparán inhibió la respuesta al speract {Figs. 10 y 128), 

a las mismas concentraciones (IC50 = 5 ~LM) que se utilizan para inhibir a la CaM. Estos 

resultados nos llevaron a probar otros inhibidores de CaM: La trifluoperazina {TFP), una 
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fenotiazina utilizada como fármaco tranquilizante (Fig. 11, izq.), es un antagonista de CaM a 

concentraciones micromolares que inhibió la respuesta al speract con un ICso = 0.5 µM. El W-7 

(IC50 = 1 µM}, el W-12 (N-(4-Aminobutil)-1-naftalensulfonamida) y el W-5 (IC50 - 14 µM}, que 

también inhibieron la hiperpolarización inducida por el speract en las vesículas de flagelo (Figs. 

12A y 12C}. El W-5 (N-(6-Aminohexil)-1-naftalensulfonamida) es un análogo del W-7 (N-(6-

Aminohexil}-5-chloro-1-naftalensulfonamida}, deficiente en un cloro, que se caracteriza por ser 

- 10 veces menos potente que el W-7 (Fig. 11, der.) para inhibir a CaM. En este caso, el W-5 

fue mucho menos potente que el W-7 (- 14 veces) para inhibir la respuesta al speract en las 

vesículas (Fig. 12C). En tanto que el W-12 también inhibe a CaM con menor potencia que el 

W-7. Estos resultados apoyan la posible participación de la CaM. Además, como la inhibición 

ocurrió a concentraciones a las cuales Ja acción de la CaM se inhibe por estos compuestos, 

estos resultados señalan que esta proteina podria estar particípando en la vía de transducción 

de señales inducida por el speract. 

W-7 

FIGURA 11. Fónnula lineal de la Trifluoperazina (TFP) y del W-7. 
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FIGURA. 12. Inhibición de la Respuesta al Speract por Antagonistas de Calmodulina en 
tas Vesículas de Flagelo. La inhibición de la hiperpolarización inducida por el speract por los 
antagonistas de CaM: TFP y mastoparán se muestran en (A) y (B) respectivamente, W-5, W-7 y 
W-12 (sólo 100 µM) en (C). Todos los compuestos son permeables, se solubilízaron en DMSO, 
y se agregaron 2 min antes del speract. La hiperpolarización (eje y) se normalizó con respecto a 
la respuesta al speract sin inhibidores. Se muestra el promedio +/- la desviación estándar de al 
menos 3 experimentos. 



Para valorar la dependencia de Ca" de la respuesta al speract, se disminuyó el Ca2 • en 

las vesículas. Se utilizó el quelante EGTA, a una concentración de 10 mM. tanto en el medio 

interno como externo. También se usó BAPTA, un quelante rápido de ca2
•• a una concentración 

de 2 mM en ambos medios. Para los dos quelantes, los experimentos se realizaron en un medio 

de ensayo libre de Ca2
• y en presencia del quelante. Al disminuir el Ca2

• con el BAPTA, sólo 

hubo un 28% de inhibición de la hiperpolarización inducida por el speract y Jos experimentos en 

presencia de EGTA (10 mM) no afectaron la respuesta (Fig_ 13 )_ 
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FIGURA 13. Efecto de la 
Eliminación del ca•• Intracelular 
y Extracelular en la Respuesta al 
Speract en las Vesículas de 
Flagelo. Las barras muestran la 
hiperpolarización inducida por el 
speract normalizada con respecto 
al control en ausencia de 
quelantes. Tanto el EGTA como el 
BAPTA se incluyeron en el medio 
intravesicular y estuvieron 
presentes en el medio de ensayo. 
Se muestra el promedio +/- la 
desviación estándar de al menos 3 
experimentos. 

V.3 Los Nucleótidos Cíclicos Regulan la Respuesta al Speract. 

Cook y Babcock. (1993a) reportaron que el IBMX, un inhibidor de fosfodiesterasas 

(FDEs). es más selectivo para las FDEs de GMPc en el espermatozoide de erizo de mar. Este 

compuesto aumentó el incremento en la concentración de GMPc. así como Ja hiperpolarización 

que se observa en respuesta a la adición de speract en el espermatozoide hinchado (Cook y 

Babcock, 1993a). Cuando se agregó IBMX (100 ~iM) a las vesículas, 1min antes del speract. se 

incrementó en un 80 º/o la hiperpolarízación inducida por este péptido en las vesiculas de flagelo 

(Fig. 14A y 148). El primer trazo de la Fig. 14 muestra la respuesta al speract control e incluye la 

adición del solvente, el DMSO. Por otro lado, dos inhibidores más especificas para las FDEs 



selectivas de AMPc, papaverina y Ro-20-1724 (Cook y Babcock, 1993a), a 100 µM no afectaron 

la hiperpolarización inducida por el speract en las vesiculas de flagelo (Fig. 14A y 148). 
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FIGURA. 14. Efecto de los lnhibidores de Fosfodiesterasas de Nucleótidos Ciclicos en la 
Respuesta al Speract en Vesiculas de Flagelo. Los inhibidores de fosfodiesterasas (100 µM) 
se adicionaron 1 min. antes de agregar el speract (25 nM). El panel (A) muestra los trazos de 
potencial de membrana donde se utilizaron el DMSO (control), IBMX (100 ¡1M). papaverina (100 
¡1M) o Ro-20-1724 (100 ¡•M). El panel (B) muestra un resumen de los resultados expuestos en 
(A). La hiperpolarización (eje y) se normalizó con respecto a la respuesta al speract sin 
inhibidores. El panel (C) ilustra el incremento en la concentración de GMPc inducido por el 
speract en las vesiculas de flagelo (ver Metodología). La concentración de GMPc determinada 
antes de la adición del 100 nM de speract se normalizó y comparó con el valor obtenido 1 min. 
después de agregar el péptido. 
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Estos resultados son consistentes con la idea de que un incremento en la concentración 

de GMPc abre canales selectivos a K. responsables de la hiperpolarización inducida por el 

speract. Como se esperaba. se detecta un incremento en la concentración de GMPc en las 

vesículas, cuando se agrega speract en presencia de 100 f'M de IBMX {Fig. 14C), indicando que 

existe sustrato para la GC. 

Se ha propuesto que hay una correlación entre el incremento en los niveles de GMPc 

inducido por el speract y la hiperpolarización que produce {Cook y Babcock, 1993a; Labarca, et 

al., 1997); sin embargo no hay reportes de experimentos que muestren que análogos 

permeables de GMPc puedan inducir una hiperpolanzación dependiente de K. en el 

espermatozoide de enzo de mar o en vesiculas de flagelo 

El BBr-GMPc. un nucleótido ciclico permeable y resistente a la hidrólisis, es un buen 

activador de canales CNG (Koch y Kaupp, 1985). aun más potente que el mismo GMPc. Por otro 

lado, Koch y Kaupp, {1985), mostraron que los análogos de GMPc que están modificados en la 

ribosa, en la porción fosfodiéster o pirimidica de la molécula, como es el caso del diBu-GMPc, no 

son efectivos como agonistas de canales CNG. Al igual que el speract, el 8Br-GMPc, y no el 

8Br-AMPc. estimula la respiración y la oxidación de ácidos grasos (Hansbrough, et al .. 1980) en 

el espermatozoide de S. purpuratus. En las vesículas de flagelo. el 8Br-GMPc (300 µM) produjo 

una gran hiperpolarización (1.6 veces la respuesta al speract). y redujo Ja respuesta al speract a 

menos de la mitad (Fig. 15A. trazos primero y segundo; 158). La respuesta inducida por el 8Br­

GMPc se inhibió cuando se aumentó el K. externo a 10 mM (Fig. 15A, der.). Por otro lado, 300 

µM diBu-cGMP indujo una hiperpolarización pequeña en las vesículas de flagelo y redujo en -30 

ºlo la respuesta al speract. A 1 mM este análogo causa una depolarización pequeña (Fig. 158). 

En contraste, los análogos permeables de AMPc. 8Br-AMPc y diBu- AMPc, no indujeron por 

ellos mismos un cambio en el potencial de membrana ni alteraron la respuesta al speract {Fig. 

158). Estos resultados apoyan la hipótesis de que es el GMPc y no el AMPc el que regula la 

hiperpolarización inducida por el speract en las vesiculas de flagelo. 
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FIG. 15. Cambios en el Potencial de Membrana Inducidos por Diferentes Nucleótidos 
Cíclicos Permeables y su Efecto en la Respuesta al Speract en las Vesículas de Flagelo. 
El panel (A) muestra la respuesta al speract (25 nM). incluyendo la adición del solvente, (1~ 
trazo. control). La hiperpolarización causada por BBr-GMPc (300 11M) y su efecto en la 
respuesta al speract se muestra en el 2" trazo. En el 1 ~ trazo de la derecha se agregó 1 O mM 
de K' 1 min antes de adicionar el SBr-GMPc. el K" inhibió por completo la respuesta inducida 
por el BBr-GMPc y la respuesta al speract. El último trazo muestra como el BBr-AMPc (1 mM) 
no es capaz de producir una hiperpolanzación o de reducir la respuesta del speract. B) El 
resumen de resultados obtenidos en los experimentos mostrados en (A). Las barras azules 
indican los cambios de potencial de membrana inducidos por los diferentes nucleótidos cíclicos 
permeables. Las barras amanllas indican la hiperpolanzación inducida por el speract en la 
presencia de: SBr-GMPc (300 11M). diBu-GMPc (300 11M ó 1 mM). BBr-AMPc (1 mM) y diBu­
AMPc (1 mM). La hiperpolarización (eje y) se normalizó con respecto a la respuesta al speract 
(25 nM) sin nucleótidos. 

El espermatozoide de enzo de mar S. purpuratus puede hincharse en agua de mar 

diluida 10 veces con 20 mM de MgSO •. Las células hinchadas son casi esféricas, de un 

diámetro de - 4 11m, y se pueden cargar con sondas fluorescentes para pH,, Ca'' y para 
.30 



-
potencial de membrana (Reynaud, et al .. 1993). El espermatozoide hinchado puede regular su 

potencial de membrana, pH,, Ca2
• y potencial de membrana. Además, Jos cambios en el 

potencial de membrana inducidos por el speract en el espermatozoide hinchado son más 

grandes y más fáciles de analizar que aquellos registrados en el espermatozoide normal 

(Babcock, et al .. 1992). 

A B 40 aeer-GMPc 

> s. 30 
e 

-o 

~ 20 

1 10 

:e 
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e 30 

> s. 20 

e 
-o 

~ 10 
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-i o 

o 

-10 C sin IBMX 1001.M IBMX 

FIGURA. 16. La Respuesta al 8Br-GMPc en el Espermatozoide de Erizo de Mar Hinchado. 
Los espermatozoides de erizo de mar S. purpuratus ,;e hincharon en agua de mar artificial 
diluida 1/10, pH 7.0 más 20 mM de Mg2 SO •• como se indica en Metodología. Los cambios en el 
potencial de membrana se midieron usando diS-C,-(5) como describieron Babcock y cols. 
(1992). (A) Los trazos muestran los cambios en el potencial de membrana con speract (100 nM) 
y BBr-GMPc (1 mM) como indican las flechas. Las barras representan la hiperpolarización (8) y 
Ja depolarización máximas (C) inducidas por el speract y el 8Br-GMPc. tanto en presencia como 
en ausencia de 100 µM de IBMX. 
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En el espermatozoide hinchado, 1mM de BBr-GMPc también produjo una respuesta 

semejante a la que induce 100 nM speract en estos espermatozoides (Fig. 16A), se observa una 

hiperpolarización seguida de una depolarización (Fig. 168). Lo cual es indicativo de que la 

permeabilidad abierta por el BBr-GMPc y el speract pudiera ser la misma. 

En presencia de 100 ~1M de IBMX la hiperpolarización inducida tanto por el BBr-GMPc 

como por el speract. se mantiene durante más tiempo y la repolarización es muy lenta y sólo 

llega a una fase próxima al potencial de reposo de la célula, sin llegar a depolarizar. Es decir que 

a diferencia de las respuestas que se dan en el potencial de membrana en ausencia de IBMX. 

donde si ocurre una depolarización neta. en presencia de IBMX no hay tal depolarización (Fig. 

16A y 16C). Esto podria explicarse porque el incremento en el nivel del GMPc logrado con la 

adición del speract o del BBr-GMPc. se mantiene debido a la inhibición de las FDE de GMPc por 

el IBMX. Como consecuencia se observa un retraso en la repolarización. y posiblemente de los 

efectos de modulación que puedan estar implicados en la depolarización. Estos experimentos se 

realizaron en el espermatozoide hinchado debido a que las condiciones 1ónicas son similares a 

aquellas usadas para los experimentos con las vesículas de flagelo. 

V..4 ¿El Speract y el BBr-GMPc Pueden Activar la Misrna Vía de Perrneabilidad? 

La respuesta al SBr-GMPc. al igual que la respuesta al speract. también se inhibe al 

cambiar el potencial de equilibrio del K. cuando se agrega 1 O mM de K. en el medio de ensayo, 

sugiriendo que el mismo canal podria mediar ambas respuestas. Para explorar tal posibilidad 

nosotros comparamos la selectividad iónica de ambas respuestas en las vesículas de flagelo. 

Lee (1988), probó la capacidad del K', Rb. y es· para inhibir la hiperpolarización inducida por el 

speract en las vesículas de flagelo como una forma indirecta de estudiar su selectividad iónica. 

Sin embargo, no incluyó en ese estudio al principal catión en el agua de mar. el Na·. Si el K• se 

reemplaza por otro ion y este ion no puede pasar por el canal activado por el speract, entonces 

el cambio resultante en el potencial de membrana después de la adición del speract deberá ser 

el mismo. como si ese ion no estuviera presente. La Figura 17A muestra que 5 mM de Na· 

solamente cambia el potencial de membrana en - 15 º/o. en tanto que 1 mM de K• externo es 

suficiente para llevar a cabo un máximo de inhibición de la respuesta al speract. 
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FIGURA. 17. La Selectividad lónica de las Respuestas al Speract y al BBr-GMPc en las 
Vesículas de Flagelo. (A) La inhibición de la respuesta al speract (100 nM) por diferentes iones 
monovalentes (K·. Rb·. es·. u·. Na·) en el medio externo. El ion se agrega antes del speract. 
en su forma de sal de CI y a diferentes concentraciones como lo indica el eje x. El eje y 
representa la hiperpolarización normalizada. (8) Selectividad iónica de la hiperpolarización 
inducida por el speract (izquierda) y por el 8Br-GMPc (derecha). Cambios en el potencial de 
membrana inducidos por la adición (flechas) de 1.25, 2.5 y 5 mM de K•. Rb•. es·, u· o Na• 
después de agregar 100 nM de speract ó 300 fLM de 8Br-GMPc en la ausencia de valinomicina. 
Los trazos son representativos de al menos 3 experimentos . 
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La secuencia de selectividad observada (K• > Rb• > > u· > Na•) confirma que la 

permeabilidad inducida por el speract es muy selectiva para K·. Puesto que en las membranas 

de flagelo la permeabilidad inducida por el speract permanece abierta por muchos segundos, la 

selectividad iónica se examinó también agregando 1.25, 2.5 y 5 mM de diferentes iones 

monovalentes después de exponer a las vesiculas de flagelo a 100 nM speract (Fig. 178, izq.). 

Se usó una concentración saturante del péptido para garantizar que la mayoria de los canales 

estuviesen abiertos. Asi. se encontró una secuencia de selectividad similar a la que se describe 

arriba: K. > Rb .. > > es· > Li. > Na·. Resultados semejantes a éstos se obtuvieron en 

experimentos donde el 8Br-GMPc (300 µM) se utilizó para inducir la hiperpolanzación en las 

vesiculas (Fig. 178. der.). Estos resultados sugieren que el 8Br-GMPc y el speract abren la 

misma via de permeabilidad selectiva para K'. 

A diferencia de los canales CNG del fotorreceptor en vertebrado. que son catiónicos y 

cuya corriente de iones monovalentes se afecta fuertemente por el Ca2
• en el medio externo 

(Yau y Baylor, 1989; Zufall, et al., 1994). los canales selectivos a K. sensibles a la luz y 

modulados por GMPc. de Pecten irradians. no muestran un bloqueo importante de la corriente 

en presencia de ca=· (Nasi y Gomez. 1999) a pesar de que comparten caracteristicas 

importantes con los canales CNG. Para explorar el efecto de este catión en el canal responsable 

de la hiperpolarización inducida por el speract en las vesiculas. se agregó el Ca2
• 1 min antes del 

speract (Fig. 18). La curva de la Figura 18 muestra que el Ca2
• externo tiene poco efecto sobre la 

respuesta al speract ya que a concentraciones tan altas como 30 mM en el medio externo 

inhiben sólo un 26% de la respuesta. Este resultado señala una caracteristica mas que 

comparten el canal de K- responsable de la respuesta al speract con los canales selectivos a ~ 

directamente modulados por GMPc de los fotorreceptores de escalopa. 
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FIGURA 18. Efecto del Ca,. 
Extracelular en la Respuesta 
al Speract en las Vesículas 
de Flagelo. 
El eje y representa la 
respuesta al speract 
normalizada con respecto al 
control sin Ca2

". El ca 2
• se 

agregó 1 min antes del speract 
(100 nM). Se muestra el 
promedio +/- el error estándar 
de al menos 3 experimentos. 

V.5 Moduladores de Canales de ~ y de Canales Modulados directarnente por GMPc, en 

la Respuesta al Speract en las Vesículas de flagelo. 

Las herramientas fanmacológicas tienen un papel muy importante en el estudio de los 

canales iónicos. ayudando a disecar los componentes que participan en las diferentes vías de 

transducción de señales y al establecimiento de las categorías de los canales iónicos. 

Tomando en cuenta que el speract abre una via de permeabilidad selectiva para K•. se 

probó una bateria de moduladores de canales de K' y de canales modulados directamente por 

GMPc (ver la Tabla 1). De estos compuestos únicamente Ba2
• (IC50 - 100 ~1M; Fig. 19A), que es 

un inhibidor de canales de K" no selectivo. y 4- aminopiridina (4-AP) (ICso = 4.1 mM; Fig 198) 

inhibieron eficazmente la respuesta al speract en las vesículas de flagelo. 4-AP es un inhibidor 

de canales de K" que a concentraciones milirnolares puede bloquear una variedad de canales 

de K'. A concentraciones menores bloquea a los canales selectivos para K' y directamente 

modulados por GMPc (Gomez y Nasi, 1994,. 1995). Además el 3' 4' diclorobenzamil (DCB) 

(Fig. 20). otro bloqueador de canales CNG (Nícol, et a/ .. 1987) y de canales modulados por 

GMPc selectivos para K' (Gomez y Nasi, 1997). inhibió la respuesta al speract (ICso = 1 µM; 

Fig. 19C). Tanto la 4-AP como el DCB bloquearon la hiperpolarización inducida por el SBr­

GMPc con una potencia similar a la mostrada en la respuesta al speract. (Fig. 190). 



Modulador de Concentración º/o de Inhibición de la 
canales de K• Respuesta al Speract 

Agitoxina-2 100nM 26±7 

4-AP SmM 64 ±4 

Apamina 1 µM 0±3 

Carybdotoxina 100 nM 0±5 

Ba" 1 mM 87:!:5 

DCB SµM 61±10 

a-Dendrotoxina 1mM 2:!:6 

p-Dendrotoxina 100 nM 5:!: 12 

y-Dendrotoxina 100nM 8±3 

5-Dendrotoxina 100nM 21 :!:3 

Dendrotoxina-1 200nM 5±5 

Glibenclamide 100nM 0±6 

Jberiotoxina 25nM 0:!:6 

Kaliotoxina 100 nM 25 ± 11 

Marga toxina 40nM 17±2 

Noxiustoxina 100nM 13:!:2 

Penitrem A 100nM O:!: 14 

Pinacidil SOOµM o:!: 18 

Paxillina 100nM 12 ± 11 

Sulfato de Quinina 10mM 16:!:4 

Toxina Sticodactyla 1 µM 15:!:9 

TEA adentro 40mM 12:!:4 

TEA afuera 30mM 0±3 

Tityustoxina-Ka: SOnM 26:!:2 

Tabla 1. Efecto de los Moduladores de Canales de K• en la Hiperpolarización Inducida por 
el Speract en las Vesículas de Flagelo. Todos los compuestos se utilizaron a concentraciones 
saturantes y se agregaron 1- 5 min antes de la adición de 25 nM de speract. 
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FIGURA 19. Inhibición de las Respuestas al Speract y al SBr-GMPc por lnhibidores de 
Canales de K• y 3,4, Diclorobenzamil (DCB) en las Vesículas de Flagelo. El Baº" (A), la 4-
AP (B) y el DCB (C) inhiben la respuesta al speract (hiperpolarización normalizada. eje y). La 
hiperpolarización se normalizó =n respecto a la respuesta al speract sin inhibidores. Todos los 
antagonistas se agregaron 1 min antes del speract (25 nM). (D) La hiperpolarización inducida 
por el SBr-GMPc también se inhibe =n 4-AP (5 mM) y DCB (5 µM). Se muestra el promedio +/­
el error estándar de al menos 4 experimentos. 

Estos resultados apoyan la hipótesis de que un canal selectivo para K• y regulado por 

GMPc es responsable de la hiperpolarización inducida por el speract en las vesiculas de 

flagelo. 
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FIGURA 20. Fónnula lineal del 3', 4' Diclorobenzamil (DCB). 

V..6 Ba2
•, 4-AP y DCB tanlbién Inhiben la Respuesta al Speract en el Espermatozoide 

Intacto. 

La respuesta al speract en las vesículas de flagelo es diferente a la del espermatozoide 

completo, tanto en magnitud como en su cinética. Las mediciones de potencial de membrana 

con diS-Cr(S) en el espermatozoide de S. purpuratus indican que el speract induce una 

hiperpolarización transitoria de aproximadamente -7.S mV y que llega a un maximo en - 4 s. El 

potencial de membrana entonces se depolanza - 1S mV por encima del valor del potencial de 

reposo (--SO mV) (Beltran. et al., 1996; Labarca. et al., 1997). En la depolarízación podria 

contribuir un canal de K. regulado por AMPc que deja pasar Na· ya que es sólo S veces mas 

selectivo para K• que para Na· (labarca. et al.. 1996; Gauss. et al .. 1998) 

Puesto que los experimentos con las vesículas de flagelo se hicieron sin Na· externo, los 

espemiatozoides se resuspendieron en agua de mar en la que este catión se sustituyó por 

colina (la concentración final de Na· en el medio de ensayo fue de 6.0 mM). Bajo estas 

condiciones la hiperpolarízación inducida por el speract es mas grande (- -1S mV) y mas lenta 

(9 s) que en el agua de mar normal (Beltran. et al., 1996; Labarca, et al., 1997) (Fig. 21A). La 

Figura 218 y 21 C muestra que Ba0
•• 4-AP y DCB también inhibieron la respuesta al speract en 

el espermatozoide. Sin embargo, mas de SO mM de Ba2
• (no se muestra) únicamente inhibió un 

SO º/o de la hiperpolarización, y el DCB parece unirse a mas de un componente. Los ICso. fueron 

4.S mM para el aa2 •• 3.0 mM para la 4-AP, y 12 µM y -so µM para los componentes de alta y 

baja afinidad del DCB, respectivamente. 
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FIGURA 21. Ba2
·, 4-AP y DCB Inhiben la Hiperpolarización Inducida por el Speract en el 

Espennatozoide Intacto. El potencial de membrana se midió con dis-C3-(5) en agua de mar 
artificial libre de Na·, pH 8.0 (ver Metodología). Los inhibidores de canales de K• se agregaron 1 
min. antes del speract (100 nM). En (A) se muestran trazos de potencial de membrana de la 
respuesta al speract en la presencia de 4-AP (3 mM). Ba 2

• (10 mM) o DCB (20 f'M). como se 
indica en el lado derecho. La parte (B) ilustra las curvas de inhibición de la respuesta al speract 
en presencia de varias concentraciones de Ba2

• o 4-AP. En la sección (C) se muestra la 
inhibición de la respuesta al speract por DCB. El eje y representa la hiperpolarízación 
normalizada con respecto a la respuesta al speract (100 nM) sin inhibidores. Se muestra el 
promedio +/- el error estándar de al menos 4 experimentos. 

Las distintas condiciones iónicas y la pérdida de componentes citoplásmicos y de la 

cabeza durante la preparación de las vesículas pueden ser la causa de las distintas 

selectividades a los bloqueadores en las vesículas y en el espermatozoide (Lee y Garbers, 

1986). No obstante, es interesante mostrar que los bloqueadores que inhibieron la respuesta 



inducida por el speract en las vesículas de flagelo, también inhibieron la respuesta en el 

espennatozoíde intacto. 

V.7 /nhlbldores de Protein-Cinasas y Fosfatasas no Alteran la Hiperpolarizaclón 

Inducida por el Speract en las Vesículas de Flagelo. 

El canal selectivo para K. que abre el speract podría estar regulado directa o 

indirectamente por el GMPc. o boen por la CaM. mediante un evento de fosforilación. Esta 

posibilidad se exploró utilizando inhibidores de las protein-cinasas C. A, G, CaMKll y tirosin­

cinasas. Estos compuestos no inh1b1eron de manera eficaz Ja respuesta al speract en las 

vesículas de flagelo, aun cuando se utilizaron a concentraciones altas (Fig. 22A). El H-7. es un 

inhibidor de protein-cinasas dependientes de nucleótidos ciclicos, inhibe a la protein-cinasa 

dependiente de AMPc (PKA). la protein-cinasa dependiente de GMPc (PKG) y a la protein­

cinasa C (PKC). a concentraciones de < 10 pM (Kawamoto y Hidaka, 1984). El H-8, es un 

inhibídor de protein-cinasas dependientes de nucleótidos cíclicos, es más específico que el H-7 

para inhibir a este tipo de cinasas debido a que inhibe a la PKC a una concentración más alta 

que el H-7 (Hidaka. eta!. 1984). 

El Rp-B-pCPT-cGMPS es un inhibidor potente de la PKG (tipo la., IP y 11), permeable y 

resistente a la hidrólisis por fosfodiesterasas (Butt. et al., 1994). El HA-1004, es un inhibidor 

potente de la PKG, PKA y la protein-cinasa 11 dependiente de CaM (CaMKll). siendo menos 

potente para inhibir a la PKC (lshikawa, et. al. 1985). El KN-62, inhibidor selectivo para la 

CaMKll. Se une directamente al sitio de unión de la CaM a la enzima (Tokumitsu, et al., 1990). 

El HA 1004 es un inhibidor de la CaMKll, PKA, PKG y PKC. 

La lavendustina A. es un inhibidor potente de tirosín-cinasas (a concentraciones 

nanomolar). permeable. con poco efecto sobre PKC y PKA (a concentraciones > 200 µM) 

(Onoda, et al .. 1990). La genisteina, un inhibidor de protein-tirosin-cinasas de amplio espectro 

(Akiyama. et al., 1987). que también inhibe algunas cinasas al actuar como un inhibidor 

competitivo del ATP. 

Debido a que no parece estar participando una cinasa, también se utilizaron algunos 

inhibidores de fosfatasas (Fig. 228): el ácido okadaico. un potente inhibidor de las protein­

fosfatasas 1 y 2A (Cohen, et al., 1990); NaF, un inhibidor de fosfatasas inespecífico (Bollen y 



Stalmans, 1988) y, Vanadato, un inhibidor de tirosin-fosfatasas (Gordon, 1991). Ninguno de 

estos compuestos afectó la respuesta inducida por el speract en las vesículas de flagelo (Fig. 

228). 
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FIGURA. 22. El efecto de los inhibidores de protein-cinasas (A) y fosfatasas (B) en la 
respuesta al speract de las vesículas de flagelo. Las barras representan la hiperpolarización 
normalizada inducida por 25 nM de speract en presencia de concentraciones saturantes de los 
inhibidores. (A) HA 1004 (60 ftM), KN-62 (4 ftM), Rp-8-pCPT-cGMPS (20 µM). H-7 (40 pM), H-8 
(40 f1M), Lavendustina A (5 ftM) y Genisteina (10 ftM). (B) ácido okadaico (10 nM), NaF (20 mM, 
en el medio interno y externo) y vanadato (1 mM). 

Estos resultados son inconsistentes con una vía indirecta que involucre cambios en el 

estado de fosforilación del canal. e indican que la modulación por GMPc del canal selectivo para 

K• activado por el speract puede ser directa. 
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VI DISCUSIÓN 

Los péptidos que difunden desde la capa de gelatina que rodea al óvulo de erizo de mar 

tienen una influencia muy importante en la fisiología del espermatozoide. Uno de esos péptidos 

es el speract, estimula la salida de K. y el incremento en los niveles de los nucleótidos cíclicos, 

GMPc y AMPc, asi como el aumento del [Caº'J, y el pH, (Garbers. 1989; Darszon et al .. 1999). 

La importancia de los canales selectivos para K' en la respuesta al speract se pone de 

manifiesto cuando se eleva la concentrac1on de K' del agua de mar (30 - 50 mM de K·. la 

concentración de K' en el agua de mar normal es de 10 mM). Esto causa la inhibición de los 

cambios inducidos por el speract en el potencial de membrana (hiperpolarización). en el pH, y en 

el [Ca2•¡, del espermatozoide (Darszon, et al., 1999). Hay evidencias que correlacionan el 

incremento en los niveles de GMPc con la hiperpolanzación dependiente de K' inducida por el 

speract en el espermatozoide de erizo de mar. Esto lleva a proponer que este decapéptido eleva 

la concentración del GMPc de manera transitoria, la cual a su vez activa un canal selectivo a K• 

responsable de la hiperpolanzación del espermatozoide (Dangott y Garbers. 1984; Lee y 

Garbers, 1986; Lee, 1988; Garbers. 1989; Babcock, et al., 1992; Yuen y Garbers, 1992; Cook y 

Babcock, 1993 a, b; Darszon, et al., 1999). El speract activa un canal selectivo a K. en el 

espermatozoide hinchado (Babcock, et al., 1992); sin embargo, no se ha demostrado que el 

blanco del GMPc sea un canal selectivo a K •. 

Las vesiculas de flagelo de espermatozoide de erizo de mar tienen receptores 

funcionales al speract, y representan un sistema simplificado apropiado para estudiar la 

respuesta al speract (Lee, 1988). El hecho de separar al espermatozoide en sus 

compartimentos de cabeza y flagelo, como se hace en este estudio al preparar las membranas 

de flagelo, da lugar a una mejor disección de los eventos asociados con la movilidad del 

espermatozoide de aquellos eventos asociados con Ja reacción acrosomal. Así. experimentos 

que tomen en cuenta este punto de vista. como en este trabajo, podrán aportar datos que nos 

lleven a distinguir si las propiedades de transporte iónico asociadas con la movilidad y la 

reacción acrosomal están específicamente asociadas a las regiones de la cola o de la cabeza, 

respectivamente. 

La inclusión de GTP o GTPyS en las vesículas de flagelo incrementa la hiperpolarización 

inducida por el speract (Lee, 1988). Basado en estos resultados, Lee (1988) sugirió que una 
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proteína G podría estar participando en la respuesta. Este autor propuso que el GTP está 

involucrado en el acoplamiento entre el receptor del speract y la hiperpolarización de la 

membrana, la cual pareciera estar mediada por la apertura de canales selectivos a K•. Sin 

embargo, al cargar las vesículas de flagelo con GDPpS (Lee, 1988), un inhibidor de proteínas G, 

o con activadores de proteínas G (aluminato, GMP-PNP o mastoparán) la respuesta al speract 

no se modifica de la manera esperada (Fig. 1 O). Estos resultados no apoyan el papel propuesto 

para las proteinas G en e:;ta respuesta Considerando que el GTPyS, análogo del GTP, es 

también es sustrato para la GC (Bentley, et al .. 1987; S1taramayya, et al., 1991; Brandwein, et 

al., 1982). la explicac1on mas aceptable es que este compuesto estimula la respuesta al speract 

al incrementar la disponibilidad del sustrato y aumentar la producción de GMPc. En contraste, el 

GMP-PNP, aunque también es análogo del GTP, no incrementa la respuesta al speract puesto 

que no es un buen sustrato de la GC (Sitaramayya, et al., 1991). Además es posible medir la 

producción de GMPc inducida por el speract en estas vesículas (Fíg. 14C), lo cual indica la 

existencia de sustrato para la GC. 

Por otro lado, los hallazgos reportados en este trabajo muestran que la hiperpolarización 

inducida por el speract en las vesículas aumenta en presencia de IBMX. un ínhibidor de FDEs 

que en el espermatozoide de erizo de mar ha mostrado ser más específico para las FDEs de 

GMPc (Cook y Babcock, 1993a), en tanto que la papaverina y el Ro-20-1724 que son inhibidores 

más específicos para las FDEs selectivas de AMPc (Lugníer. et al .. 1986; Cook y Babcock, 

1993a) no afectaron la respuesta (Fig. 14A, 148). Estos resultados coinciden con aquellos 

obtenidos en el espermatozoide hinchado (Cook y Babcock, 1993a) y en el espermatozoide de 

erizo de mar normal (Beltrán, et al., 1996; Labarca, et al., 1997). Lo anterior proporciona datos 

acerca de que es el GMPc y no el AMPc el nucleótido participante en la híperpolarización 

inducida por el speract. 

Con el propósito de apoyar esta hipótesis de que es el GMPc es el que medía la 

híperpolarización inducida por el speract (Garbers, 1989; Babcock, et al., 1992; Cook y Babcock, 

1993 a, b}, se usaron analogos de AMPc y GMPc permeables a la membrana. El análogo del 

GMPc, el 8Br-GMPc (300 µM), que es permeable a la membrana, activa canales CNG (Kaupp, 

1995) y canales de K. directamente modulados por GMPc (Gomez y Nasi, 1995) híperpolarizó 

las vesículas por sí mismo y disminuyó la subsecuente respuesta al speract (Fíg. 15). Además, 
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el 8Br-GMPc, mas no otros nucleótidos como el 8Br-AMPc, el GMPc o el AMPc, estimula la 

movilidad del espermatozoide de S. purpuratus (Hansbrough, et al, 1980). Sin embargo, el diBu­

GMPc, otro análogo permeable del GMPc que no activa a los canales CNG de los bastones de 

bovino (Koch y Kaupp, 1985), únicamente produjo una pequeña hiperpolarización a 300 µM y 

depolarizó a una concentración de 1 mM. Además. como este análogo es capaz de activar a las 

protein-cinasas dependientes de GMPc (Cataldi. et al.. 1999) pero no de reproducir la respuesta 

al speract (Fig. 15). probablemente una cinasa de este tipo no tiene un papel importante en la 

respuesta al speract en las vesiculas. Finalmente, ni el 8Br-AMPc ni el diBu-AMPc produjeron 

una hiperpolarizac1on en las vesículas. Estos resultados son consistentes con la hipótesis de 

que la hiperpolarización inducida por el speract es causada por un incremento en la 

concentración del GMPc (Lee y Garbers. 1986; Garbers, 1989; Babcock, et al., 1992; Cook y 

Babcock, 1993 a, b). 

También se encontró que la hiperpolarización inducida por el speract como por el SBr­

GMPc presentan la misma secuencia de selectividad iónica (K- > Rb- > > u· > Na') y similar 

farmacologia. Además. en el espermatozoide hinchado el SBr-GMPc también produjo una 

respuesta semejante a la que induce 100 nM speract en estos espermatozoides (Fig. 16A). 

Estos resultados sugieren que el speract y el SBr-GMPc abren la misma via de permeabilidad en 

las vesiculas de flagelo. asi como en espermatozoide de erizo de mar. 

La farrnacologia de la respuesta al speract en estas vesículas se determinó usando 

moduladores de canales de K. y bloqueadores de canales modulados por nucleótidos ciclicos. 

De la bateria de moduladores de canales de K. dependientes de voltaje, sólo el Ba" y la 4-AP 

inhibieron la hiperpolarización inducida por el speract con IC5<),c. de 100 µM y 4.1 mM, 

respectivamente. El DCB. un derivado de la amilorida y efectivo inhibidor de canales CNG (Nicol, 

et al., 1987; Kolesnikov. et al., 1990; Kolesnikov y Kosolap::iv, 1993) y de canales selectivos a K. 

directamente modulados por GMPc (Gomez y Nasi, 1997). también bloqueó la hiperpolarización 

inducida por el speract en las vesiculas de flagelo (IC50 = 4 ¡1M). 

El canal de K. involucrado en la respuesta al speract se bloquea con 4-AP y DCB, al 

igual que los canales selectivos a K. directamente modulados por GMPc que participan en la 

respuesta a la luz en los fotorreceptores de los cilios de escalopa (Gottow. et al., 1994; Gomez y 

Nasi, 1995) y de las neuronas fotosensibles extraoculares. del ganglio abdominal del molusco 
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Onchiclium verrunculatum (Gottow, et al., 1994). Los fotorreceptores ciliares de la escalopa 

marina se hiperpolarizan cuando se exponen a la luz, debido a un incremento en la =nductancia 

selectiva a K. (Gomez y Nasi, 1997). Estos canales se bloquean con 4-AP (ICso = 0.6 flM) 

(Gomez y Nasi, 1994) y DCB (IC50 = 5 f<M) (Gornez y Nasi, 1997). El hecho de que 4-AP sea 

mucho más potente para bloquear al canal de K. regulado por GMPc de los fotorreceptores de 

escalopa que al canal activado por el speract sugiere la existencia de diferencias entre estos 

canales de K._ Por otro lado, los dos canales comparten una sensibilidad muy parecida para el 

DCB. así como una sensibilidad pobre al bloqueo por Ca" externo, a diferencia de los canales 

CNG que son muy sensibles al bloqueo por ea 0
• externo, lo que indica que puedieran estar 

relacionados. Las observaciones hechas en las vesiculas de flagelo son compatibles =n la 

participación de un canal selectivo para K. modulado por GMPc en la hiperpolarización inducida 

por el speract. 

El Ba0 •. la 4-AP y el DCB también inhibieron la hiperpolarización inducida por el speract 

en el espermatozoide intacto. Estos experimentos se llevaron a cabo resuspendiendo las células 

en agua de mar con baja concentración de Na· para imitar las condiciones de experimentación 

empleadas con las vesiculas de flagelo. Sin embargo, se requirieron concentraciones más altas 

de Ba:· para inhibir la respuesta al speract, y la máxima inhibición fue de 50 % (Fig. 21 ). En el 

caso del DCB pueden observarse dos s1t1os de union con IC50s de 12 y 50 ftM. Las diferencias 

en las potencias y en el modo de acción de los inhibidores, así como las diferentes respuestas 

observadas en las vesiculas y el espermatozoide completo pueden deberse en parte a la 

pérdida de los =mponentes citoplásmicos y de la cabeza durante la preparación de las 

vesículas (Lee, 1985), a las diferentes condiciones iónicas de experimentación, así corno a la 

compartamentalización de las respuestas. Si asumimos que la respuesta al speract sólo se da 

en el flagelo, al tener el espermatozoide completo también estamos viendo el efecto que tienen 

ros diferentes compuestos (inhibidores o nucleótidos permeables) sobre las respuestas propias 

de la cabeza. 

Para determinar si el GMPc regula directamente el canal de K. abierto por el speract o 

indirectamente al cambiar su estado de fosforilación, se probaron varios inhibidores de cinasas y 

de fosfatasas. Los inhibidores de protein-cinasas C, A, G, CaMKll y tirosin-cinasas, y de protein­

fosfatasas, no alteraron de manera significativa a la respuesta al speract cuando se usaron a 
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altas concentraciones (Fig. 22). Estos experimentos indican que el GMPc modula directamente 

al canal selectivo para K. y no es mediante algún cambio en el estado de fosforilación del canal. 

La demostración definitiva de esta posibilidad requeriría de registros de "patch clamp" en 

parches de membrana del espermatozoide hinchado, con el lado interno hacia afuera. De esta 

manera podriamos añadir el GMPc al lado interno del canal y no tendriamos participación de los 

componentes del citoplasma. Si hay un efecto positivo entonces la modulación del GMPc es 

directa porque no hay proteínas del citoplasma que puedan participar como intermediarias. 

Este trabajo sugiere la participación de un canal selectivo a K. directamente activado 

por GMPc en la hiperpolanzación inducida por el speract en el espermatozoide de erizo de mar. 

En Ja fisiologia del espermatozoide participan varios canales modulados por nucJeótidos 

ciclicos (Gauss. et al. 1998; Darszon. et al., 1999). Un canal que es muy poco selectivo para 

K• (PK./PNa· = 5) y es directamente modulado por AMPc (Labarca, et al., 1996) se estudió 

mediante el método de incorporación directa de canales desde membranas de flagelo a 

bicapas lipidicas planas. Recientemente Gauss y colaboradores (1998), clonaron y expresaron 

funcionalmente un canal del órgano reproductor de erizo de mar macho con propiedades 

similares, llamado SPIH. Este canal es aproximadamente 4 veces más permeable para K• que 

para Na·. se 1mmunodetectó en el flagelo del espermatozoide (Gauss, et al., 1998) y bien 

podría participar en la fase repolarizante de la respuesta al speract. dejando pasar Na', ya que 

el agua de mar contiene gran cantidad de este ion (Labarca. et al, 1996; Darszon, et al., 1999). 

Debido a que este canal se activa tanto por potenciales hiperpolarizantes (H) como por la unión 

de nucieótidos cíclicos (CN). es un miembro de la familia de canales denominados canales 

HCN (Clapham, 1998). Los canales de esta nueva familia son muy importantes en la 

conformación del ritmo autónomo de las neuronas y de la penodicidad de las oscilaciones en el 

trabajo neuronal de conjunto (Seifert, et al., 1999). 

El canal selectivo a K. involucrado en la respuesta al speract bien puede pertenecer a la 

familia de canales selectivos a K• que son modulados directamente por GMPc. 

Desafortunadamente, no se han clonado los canales selectivos para K. directamente modulados 

por GMPc. Se ha propuesto que canales de este tipo, como los canales dependientes de luz de 

los fotorreceptores ciliares de invertebrado (Gomez y Nasi, 1997), podrían representar un puente 

entre los canales CNG (que son dependientes de nucleótidos cíclicos pero no de voltaje) y los 



canales de K• dependientes de voltaje, lo que da un apoyo en el sentido funcional a la noción 

que se tiene acerca de un origen evolutivo común para las dos superfamilias (Kaupp, 1991; Guy, 

etal ..• 1991; Yau, 1994). 

Por otro lado, la CaM modula directamente a los canales CNG del fotorreceptor en los 

bastones del sistema visual y al canal CNG del receptor olfatorio. En estos canales, la CaM 

disminuye la afinidad del canal por el nucleótido ciclico, como consecuencia reduce la 

probabilidad de apertura del canal (Hsu y Molday. 1993; Liu. et al., 1994). En contraste, los 

inhibidores de CaM probados aqui bloquean la hiperpolarización inducida por el speract en las 

vesiculas de flagelo. Es decir, que si CaM participara de la misma manera como lo hace con los 

canales CNG, el inhibir a CaM no disminuiria la hiperpolarización. pero no ocurre de esta 

manera. Estos resultados pueden ser indicio de que el blanco de la CaM no es el canal de K•, 

sino otra de las proteínas que participan en la via de transducción de la señal inducida por el 

speract. Por otro lado, al disminuir el ca 2
• con BAPTA la inhibición de la hiperpolarización fue 

relativamente pequeña si consideramos que se esperaría una fuerte inhibición de la respuesta si 

ésta fuera estnctamente dependiente de Ca2
•. Además. los experimentos en presencia de EGTA 

no afectaron la hiperpolarización. Es posible que CaM pudiera estar actuando en una forma 

independiente de Ca2
•• como lo hace la ApoCaM cuando se asocia y regula al receptor de IP3. 

inhibiendo al canal en una forma independiente de la concentración de ca 2
• (Patel. et al.. 1997). 

La CaM induce la activación de muchas enzimas. incluyendo protein-cinasas. fosfatasas 

y fosfodiesterasas (Cheung. 1980). Aunque en este caso la modulación por un evento de 

fosforilación se descartó cuando se usaron inhibidores de protein-cinasas dependientes de CaM 

y de fosfatasas y la respuesta al speract no se alteró, no estamos descartando la posibilidad de 

que CaM esté actuando sobre otro tipo enzima blanco la cual a su vez pueda modular al canal. 

Por otro lado es posible que los antagonistas de CaM pudiesen estar actuando directamente 

sobre el canal, puesto que hay algunas evidencias acerca de que los inhibidores de CaM. TFP y 

W-7, actúan directamente sobre canales iónicos. incluidos los canales CNG. más que a través de 

CaM (Klenne, 1994; Kihira, et al., 1990; Ehr1ich. et al .. 1988; Greenberg, et al., 1987; Klockner y 

lsenberg, 1987; McCann y Welsh, 1987). 
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Por todo lo antes expuesto, resulta interesante estudiar a qué familia de canales de K. 

pertenece el canal selectivo para K. y regulado por GMPc del espermatozoide de erizo de mar, 

así como conocer si se encuentra modulado por CaM. 
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VII CONCLUSIONES 

A) Los resultados aqui presentados aportan nueva evidencia de que la conexión entre la 

activación del receptor del speract y la hiperpolarización no ocurre mediante proteinas G o 

por algún cambio en el estado de fosforilación. 

B) El aumento de GMPc inducido por el speract tiene acción directa sobre un canal selectivo 

para K• responsable de la hiperpolarizacíón, cuya secuencia de selectividad es: K• > Rb• >> 

es·, u·. Na·. 

C) El canal selectivo para K* en las vesículas de flagelo y en el espermatozoide intacto se 

bloquea por 4·AP y DCB, inhibidores de canales selectivos para K' modulados directamente 

por GMPc. Estas observaciones indican que el canal responsable de la hiperpolarización en 

la respuesta al speract bien podría formar parte de una familia de este tipo. 

D) La CaM puede tener un papel importante en la transducción de señales inducida por el 

speract, puesto que antagonistas de ésta inhiben la respuesta al speract. 
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VIII PERSPECTIVAS 

La generación de un nuevo individuo en especies de reproducción sexual depende del 

intercambio de información entre el óvulo y el espermatozoide. por lo tanto es muy importante 

entender los mecanismos moleculares que determinan la fecundación. 

En el intercambio de señales entre el espermatozoide y el óvulo, los canales iónicos son 

un elemento clave. Con este trabajo se obtuvo información de la manera en que está modulado 

el canal de K. que participa en la respuesta al speract. Esta información ayudará a discernir los 

mecanismos moleculares que regulan los diferentes procesos necesarios para la fecundación 

en el erizo de mar. 

Hasta ahora podemos hablar de la existencia de un canal de K. directamente modulado 

por GMPc que participa en la respuesta al speract y que comparte características con algunos 

tipos de canales regulados por nucleótidos cíclicos. Queda discernir a qué familia de canales 

pertenece y corroborar la modulación directa del GMPc sobre el canal en experimentos de 

"patch clamp", en el espermatozoide hinchado. 

Es necesario conocer si la CaM está participando en la via de transducción de señales 

inducida por el speract. o si la modulación del canal responsable de la hiperpolarízación 

corresponde a una interacción directa de los onhibidores de CaM sobre el canal de K •. Para esto 

se pueden hacer experimentos con vesículas cargadas con CaM comparando el efecto que 

tienen los inhibidores en la respuesta de estas vesiculas. Si CaM disminuye el efecto de los 

antagonistas, es probable si tenga una participación en la respuesta al speract. 

Si es CaM la proteína que participa. es necesario estudiar a cual proteína está 

modulando (puede ser a la GC, al canal de K') y si esta modulación ocurre directamente sobre 

esa proteína o se requiere de una proteína intermediaria. 

En el hombre la causa primordial de problemas de fecundación radica en alteraciones 

funcionales del espermatozoide. La disección de los mecanismos moleculares de transducción 

en los gametos del erizo de mar. seguramente continuará ayudando a comprender lo que 

sucede en el humano; además de contribuir al conocimiento sobre el intercambio de señales 

entre las células, uno de los problemas centrales de la biología moderna. 
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Participation of a K + Channel Modulated Directly 
by cGMP in the Speract-Induced Signaling Cascade 
of Strongylocentrotus purpuratus Sea Urchin Sperm 
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Speract, a dt"Capeptide fron1 Srrn11gyloce11trntu.,; purpura/u.o,; Sf'a urchin t"g&..O, transtently sthnutatr.s a n1f'n1hranf' guanylyl 
cycla.....e and actlvates a K·-selectlve channrt that hy~rpolarizf's spt-nn. llo"1ever. prevlou..o studles of spcrn1 and uf sperm 
membrane- vesicles reached conflictlng conclusiuns about thr 1nechanlsms that <>pt"n thesr channels. '\Ve find that speract 
hyperpolarizes and incn~a-.t"s the- cGl\-IP cuntf'nl of f1agrllar veslctr_.,._ \Ve confirrn prrvluus findir1gs that lntravesicular GTP-yS 
and GTP enhance chis hyperpolarizatlun, hut not GDP¡J.S. Tht" G prott"in acrivatur... AJF; and n1astoparan also are 
lnefTectlve. Thus, ll Is unlikf'ly that a G pn1trln partlclpates In ttua spt"ract respun~- Jn cnntra..,t, hypt>rpolarizatlon rrsponses 
tu sprract arf' lncrrasf"d by 3-isnbu1yl· l-nu•1hylxandlint", whlch prt•fc-r-t"ntially inhlbit~ cG!\-1P- .. .-h•ctiv.- pho"iphodlcstera...o«."S 
of sprnn, and the BBr-cC~tP derlvativ«" hy¡H•rpularizf's '"t•sit.-lt."~ In tlu• ab~rnce uf ~pt"ract. The respon .. -.es to ~pC"ract and to 
RBr-cG:\tP have sirnilar ionic st•lectivltle~ (K• > Rb• > > Li'" > N•1") and ~ .. n-.ltiviliC"~ to thr channel blockers 
4-antinopiridine and 3.4-dlchlornhenzarnil, lndicating lhal tht•y llkrly result frorn openhtg oí tht." saine K • channeJ. 
Jnhibhnrs that preírrcntia1ty inhlbit cA:\IP·~l'lt'ctive pho">phodh•.,.ler.s~cs du not alter responses to ~peracl, and permeant 
cA!'\.IP analogs do nn~ hyperpnlarize vrsicles_ In addltion. inhihilnrs nf protein kina~es and pho.,.phata.-..es fail to alter veslc]e 
h)'perpnlarizarlnn by ~peract- The lncrea~e in v~sicular cG!'\.tP conlrnt produced by sprr-dct ther-f'fort" n1ay dlrectly mediate 
oprning of the channel lhat hypt"rpolariZ("S spt-rrn rnt"n1hrane vesic)('s. Sln1ilar r11echanisn1s pre~umabJy nperate in intact 
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Ke_v 1--\ford.~: st-a urchln sprnn; ion channel; CNC channel; spt"ract. 

INTRODUCTION 

Sc>a urchln (.'AA jrJly rontaln"i snu1ll prpridrs 'vhich 
pn .. pare and gulde ~pf'rrn In rhclr journcy to'\\.'ard the 
ff'nlétlc- gamrtc (Garbcrs, 1985'). The!'.c include sprract. 
a drcaprprld<" (Gly-Phr-Asp-Leu-Asn-Gly-Gly-G ly­
Val-Gly) lsolatC-'d fron1 the C"gg J<•lly of /lcrnice11trorus 
pulchcrr/rnus {Suzukl et ill.. 198 J) and Scro111:.>·locc11rro­
rus purpuraru . .,. (11 ansbrough and Garbers. 1 98 t ). 
Crosslinklng cxpt~rlmenrs lndicatcd that !'.prract blnds to 
a 77-kDa protrln clo~cly couplrd to ~pcrrn guanylyl cy­
clasc CGC) and tr<1n~iently acrlvates thi~ cnzyme CG.ar­
bcrs. 1989: Yuen and C<irber~. 1992). Speract lncreases 
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rht• cGl\.11'_. and cAl\.tP levc•l:o.. and pnHiuce.'> a K • · 
depPOclcnt fr-ansh-'Of hyperpolari7ation in 5. purpur.atuS 
.'>prnn (Garhrrs. 1989) and tlagPllar pl.a:o..rna n1Pn1branps 

.r Ahhn!Vlacion'.'> ll'.'><·d· 4-AP. -l·.1n1tnopy1idhw; 8Br-cGMP. 
H-h1on10¡.tu•1110 .. inc! 3·,5·.cyclac- 111onopho'.'>ph.11t•. C.1:\-IKll. C.t.r 4 ¡ 
cdln1odultn-dc-pc>ndt•11t p1otrln kln;:1'>(" 11; cG:'\.<1P. cycllc gua110'.'>lnt• 
1nonopho~ph.11«. C:-.:G. cyclu- 11uclc>otidt• g.ttc.•d. diBu-cG:0...1P. 
guano.-.lnr 3·.s·-cycltc 111011opho .. phall'. ,"\"".2"·0-d1hury1·ll; C>Cll. 
3'.4'-dlchlo1·0Ü(•1u.01111il; diS·C ,-{5). 3.3.·dl¡nnpyl1hiodlronhocyanldr 
lodillt'; dJS-Ba·Crl3). /n_ .. ·(1.3 dh•rhv1l1ioll.11hilu1.11t•) 1rJ11w11Ju.-oxo· 
nol. D'.\150. dln1l'lhyl ~ulfuxulc:o. GtH'J:)..C"J. gu.nio~ln<" 5·.Q-{2-lhlo­
dipho~pf1.1Ct'); GTPyS . ..:ua1H1~11w 5'·0·(3-tl1io111phn~plMlr): H-7. 
1 ·5-(h.oqui11ol111yl .. 11lí1111) IJ·2·11a•rhylp1po.•r.t/l1H". H·H. ,'\,'-2-(ntt>lhyl· 
o11nlno)l•1hyl-S·l~oqul1u1litH" ~ulío11.1rnidt>: IHi\-tX. 3·t~oburyl-1-

1nPlhyb.ou11hi1w: P:\-ISt-". plw11yl11w1hyb11líoriyl f1uurldr. H:p-8-
¡C.PT·cG;\,IPS. J.(U.um .. 11w 3· .5'-cyclJc 111onopl1o~phorothlo,acr. 

Z85 
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(Lcr. 1988). Tht~ hy¡wrpoh.ul7;:tr ion Mltnul.ttt•:-. Na· /l I ~ 
exchangr (Le(• anct Ca.-l><>rs. l HHG) tJwr In f\ffll incn•aM• .. 
intracellulfir pi 1 (pi 1,). Spt·1·¡u·r abo artlvatP' nthp1· Ion 
rransporr ~y~tPnl~ ,,.vhirh rnut .. IPntly lncn.·a~i- intracPllu­
lar Ca 1 • cnnceurrarion ((Cit-'"J.) ;111d dt:>JH>J,11·i7t• :-.¡Jt•nn 
CDars7on ,•r ¡f/ .. l D99). 

·rhuugh ir ha-. ht>PJl ... 1u11,,v11 th.1t 'IH'1·;u·t illlTl'.,,p:-. thP 
cGf\..tP conCPfltnttlon, 01wn ... K · ch.1nnt•I ..... tnd hyp.-r·poJ.u-· 
lze~ !'.'\\,'oll1•n :-.pPnu (Bahcork l'f ..,¡. 1992; Cook and Hah­
cock. 1993a). ir h. not kn11""•n if the~l' rhannt-1-. itrP ctln•ctly 
n1odulatrd by cGf\.1P (D.tr,7nn ,., ;1/. l~J~J9). TIH• ~1wracr 
n•cr:optnr is found In thP ~J>l'n11 fLtH,t>llar· pl.1..,n1a 11it•111hranP 
CD-angott and Gartwr:-.. l 9H4; C<1rhp1-...... 1989)_ S1wr111 tl.1gi•lla 
c;tn br osruotlcally .-..horkt'cl ro l!<.olarl' rnt•1nhra1H• V(·~lc-It• ... 
'\Vho ... (• lntraVP:<.lrular 111Pdiu111 h.-conu•... arcP-...-.!blP ro 
mPn1branc--lrnpPrn1c-ahlt• conlJHHJtHI-. and iu11-. durlng tht> 
procPs.. .... \Vhl'n !-.uhjt>rr<•d to ;u1 tHJt.,vant K · g1·;1dit•1H. rh •. ..,,. 
flagc-llar vrslrlc.•.._ undpr·go a 'lH'1·;tcr-induct•d n11·1nh1-.11u• po 
tt•ntial hy¡u•q>olarizatlon .,.,..}lich can h1• 1111'.1-.un•d .,, lth 
fluon·~cc-nt dyr~ -..uch '" dlpn>pylrhlodlcar hocy.u1irll' 
(diS-Cr(S)) (LPP. 1988). 'I'Jw ..... t• v1•.-..irl1•-. art• a !<.l111plifl1·d 
advanrageous ~)'!-.ten1 to .. rudy thP 11H•chanhn1 by .,._..lllch 
spcract rnodulatr.s th(• K · :<->t>lt'·ctivr rh.;u111PI 

-rhe hypt.•rpola1·tz.arion lnch.ic<•<i by !<.pl"1·;u-t in tiH·..i• fl.1gt>l­
Jar n1c-mbr.:.tne VC":-.ir)(•!-. J1as hrc•n l'PPx.1n1l11Pd u!'.iflg .1 11111rP 
extensivP .ílrray of phannacolngh:a1 tooh .... 1t·cr lvP fcH· G 
prurcln~. K • chanrH•ls. phu.-.phodh• ... rpra'""' (PC>l:....,). pn"ltPln 
kinas<>s. and pho'iphata!'.PS. In addltion. thP ahility of pt•r­
meable analog:-. of c-Gl\.1P anc1 c:A~tP to hyp<•q>olarlz1• thP 
vrsicles v.·as drtPnnined. Our ttoding'i providc llPV\.: t•vl­
dcnce th¡lf tht• linkagt' lwri. .. ·cc-n .1criv.1r1011 c1f rlw !<.pt·1·.ter 
rC"ceptor and K • channrl op<"nlng h nor 111Pdi·HPd bv G 
prorein:-. or by proct•ln pho'.'>phor·ylat1011 .. ratu!'.. hur in..,r1·0td 
by a dlrccr acrlun nf cGl\.1P on thr channPI. 

MATERIALS AND METllODS 

Garnetcs and Re,-.,genL.~ 

S. purpuraCU$ ~e-•• urchlns "·<'re ohtaillt'd fron1 ;"1,1.ilrlnu.., (l.nn¡.: 
lk>ach. CA). Se-a urchln speonn \.o.'f'rr ob1.tltwd by lnlrarot•lon1ic 
lnjcctlon or 0.5 !\.-1 KCI and kPpt un11ihH<"d on lct• until <Lv.;.<1yt.•d 

Bi.~-(1.3 dJrchytl1ioharbitur;:11r) trlmrt lnt-o.xonol (DiS-B.t-C~-f:i)J 

and diS-C ,·(5) dy<"s \.'l.'c-rr fron1 !YlolruJlar P1otx•!-w (Eugrnt;". OH:) DCB 
\.O.'as synth('~lz<'<I il.S dr~crlb<'d prC'vlou~ly (Cragoc> <"( al.. 19fi7) 
Vallnornycin. RBr·cG:'i..1P. 8Br-cA:'i..H1

• diBu-<-G!\.1P. diBu-t·A;'-..IP. 
GTP.,.S. n1astopa1-.an. Ro-20-1724. ;uul :l-hob11ryl- l-1111•rh)l'.1n1hl1w 
ílllMX) wcr<" frorn SignM (St l.uuh. :'\.10). H·7. H-8. H:p·K·pCPI · 
cCMPS. HA 1004. K:"'-."-62. L1v(•Jl<h1'1ln A .• 111d GPnl-.idn f10111 
Calbiochrrn (1--<'1 Joll.a. CAL .111d :-.yn1IH·tlc :-.¡wr.KI ""'·'" fHHll Pl•11i11· 

B-(4-chlorophcnyltl1lo)-í~p-l:-.onwr. Ho-20-172-1. 4-(3-butoxy-4-rnr­
thoxybenzyl)-2-ln1ld.uolldlnonc-; HA l(X14. f\;'-(2-gu.1nidlrmPtl1ylJ-
5.1soqulnoltncsulfon.;1n1tdc; K:'-..:-G2. J -l,V.0-hl .. -(5-1:-.0<¡ulnol lm·­
sulfonyJl-/V-rnrthyl·L-cyro~yll-4-pht•nylplJH'r.ti'lnt>: and Li1Vt•11· 
dustln A. 5-;imino-f(N-2.5-dil1yd1 ox lbenzyl)-/\,~ -2-11idrox1t~1vylJ 
~alJcyllc acJd 

Gal/11rlo t•r ul 

!o.UI•• l ... 1lx>r.1turit•, (lk•hno11t. CA) K. cl-.uu-..·l 111odul.uo1s "1t~H· íronl 
Alol1H•111• l.01hor.uorh•-.. Ur1u-..1l1·111. 1 .. 1.1t•I). ·r11(' 1P!>l of tlJ<! u•o1grncs 
.,,,.,.,,. of flll' lllght·~t qu.1111._, .1v.1Jl.1hh· 

t-l.ig1•1l,11 1t1••111t.1.uu•.., '"'l'lt' ¡,.,J.111"Cl .u·ro1di11K lo Lt'L' (1984. 1985. 
l!-lHHJ Hrh·ll .... .,.t-1111•11 (1 1111) '"'·" dil11lt'<I 111 20 rnl of<.·old !!.0dlun1-
ls1•t• !o.1',tW.lli•;. í0:-..:.1S\\.'. 4f)O 111!\.1 cf111l11w-CI. 27 111:\.1 :'iwlgCI... 2H rn:V1 
.'\.lg,SC>,. 10 n1.'\..1C.tCI~.8111.'\..1KCI.2111\.1 KHCC),, 10 in!\-1 Hr¡w-... 
pH H 0). C1•1l11l.tr drt111' .uut ln:p111Jlh•.., \.\'t'lt' 1t•111ov1•d by ct•11tr-tfu­
g.Hl<ll1 .11 2:,0,.,.· fot :, 111111 ~ix·nn ,, .. ,I' .... cltnH•nft"'(J f10111 cht• 
.. 11pr111.11.1111 .11 :tOIJO>: ftll 5 111111. 11·-.u~1"•1ul1•d In 200 vol of cnld 
o:--..:.1S\\'. pH H O. nilh·n··d .u 2000...,. f111 10 llllll .111d ft• .. tP•JlPIHh·d In 
15 nil uf O:X.1S\\' pH H O. \.\ 1111 O 1 111!\.1 l'!\.1SJ- f· l,1¡..:t•IJ;1 ._ ... t'IP 
d1•1,1clu•d Íl<>!ll 'P4'1111 hy ¡J.t..,.,111g 1111• "'l"'r111 ._U!'>IM'll..,1011 10 tln11•'.'> 
1/11<'11gl1 .t 21 ¡..:.111g•· ln.p .... t.·1::11« IJl'l'lll·· .t11cl ... l'P·ll·ll•'<I ÍltJlll '>p•·rtn 
lu•,uh h;. n•1111 ll11g.11 uu1 ,1! ~'.lH)ilg 101 ;, ri:l11 ·1 lu• p<.·lh•I. t 0111,1!1u11g 
lll'oHh .11111 \\lu•I·· 'l"'llll \\.t .. 1··111, .. p ........ d :1;. T)lt" -..111H' JH<H.l"(luu· to 
ll"tll\l'I llHUI' 1•.ol.irPd Jlo1grll.1 lu 1••111ti\"' .111\. 11-1n.1111i11g hP.111.., 01 
, ... holt• 'JM'l lll. t l 11• (0!11hllll'd 'llJH"I 11.1101111 ... , ... (',~' C .. IHI Jfug1·d .ago1i11 ;I( 

2CHJOg f111 5 11ll11 I lw ¡.,.1!.tlt"(l ll.i.i-;t•ll.1 ....... ,l' p1•llt•tPd by c1•1111lfuga-
11on .11 f;ooo,t.,' f<>r :in n1111 . ..,\.\ulll'ti ,111d J;.·..,pd t1y tlilaHlon In -i rnl of 
11111.t\t• .. 1< 11!.11 i:a·d11J111 140 111:".t r.:c1 1 ;n:\.1 '1.lgCI_ .• 11ul 10 111~ 
Pl¡u''· pH f1 7 \\"1111 <H '"'l•l1•Hll .uldl1i1111.il 11•-.1 t1•.1g1•1ll~} .• uuJ 
l1u11H>g1·11u.-t1 ..... 1rh .1 ·1·1·!1011 ¡n•..,tl•· Ax•111<•n11·.., '"'''11' 11•1novrd hv 
.- .. 11111fug.111u11 .11 1:1.oon_g f1u -i ri1111 Jlw 11.1g•·ll.11 nu·111hr.;:n1~ 
\.t•:-.11 lt•., \."'·1•1t• tollt•«lf•d h~ l'f"lllrlfug.111011 .ti 130.000J.: for 15 n1ln. 
ll''>U:O.JM'lldt"(J ln .JO 111:\.l h:CI 20 rn.'\..I :'\.lgC::I •• uul 10 rn:-..1 P1pr:-... pH 
n 7 .• 111d '>IOINI .tt 7crc 1111111 11 .. •"(I 

l\le111br.-.11t• Potenti~1/ !Lle."J.-i111·en1cnts 

:'\.frnlt11.11w po11•111l.d ""-"'~ dPIPn11lru·tl i11 ,, SL:'\..1-Arnlnco !-.JX~c-

1111t111tllll1H'lt'r i1-..l11g 111.- p.1..,J11vPl:O-· ch.1rgPd fl1101t":'.CPnt 1nrn1br.u1(' 
pou•111i.tl-.,t'f1'lflv1• d~1· dlS·C ,-(5) (12!'J n:-.-1) .uul th<• <1nlnntc ¡nob<• 
d1S·H·t·C,·C:U lfi2 5 11'.'l.tl. horli dh'>oh1•tl 111 di1nt•fhvl !>Ulfo,.ldl" 
(D:\.tSO) Thc- fin.ti D:viSO co1H"P11tratlo11 w.1'> O 12":, DIS-C ,-(5) 
fluorf''C'f'IJCt• \.._.ol~ l'"°'Cltl'd otl f020 11111 .ind ll11'•t'>ltll"<I .11 670 IHH 
(Gon.r.ilt•.J'-.'\.l.u tllH'i' o111d D.ir"!'..r_l,n. 1987. l{Pv11.1ud <·f .ti .. 1 Y93) \"''hile 
dlS-B.t·Crf:J) \..,.,, .. l'Xci11•d ;11 540 nin .uitl n{t•.1 .. 11n·d .u 580 11111. Flvc 
1nicrnlltt•1!-w uf thP v1•-.ic11J.11 ~u~p··11-.io11 (2-4 111g of prurc•i11!inlJ "''ót!>. 

.tdd1"(I to 1 fi tnl of 11-:1•:nhr.111p po11•nrt.tl .,~..,..,.,. nH•ditttn (;'-..1PA:'\.1) (20 
111:'\.1 ;'-..lgSO,. 1 5 rn:'..1 CafOHJ, O:, 1n!\.1 C.1é1,. 20 111:\.I Hepr~. pH 
H O .• 1djt1'>l••tl \\·1111 ."\:.1111•th\.l·!J gl11c.i1111ru•) Hn1111tl CtJ\.'Ptlt''> (1111ed 
11"-1 tuh .... ) '"'P11• u .. Pd ... ,·11h •111Hirn1ou-.. -..11r1l11R, .11 11-;~c:. Aftrr 
Pt¡11ilih1,11!011 (2-4 :nin) rhr• 11•cordin~: '"-·'' '>loltlt•d l-hH111•:0..cPnc1• 
(·h,111gP'> ''-t'11• 1·.1)1!11,111"(1 o1<'<u1d111K lo tht' K. l'CjLJtllhrl11r11 ¡xH1•111lod 
HPlll'l•ll1•d in tlu• '\P..,lclc•.., 111 tlu• pff•'>f'llCI" nf lhP K. lnnophorc 
v.ili110111~<..-1n K • ,1dd111011.., foz thl!-w c.1lihro1tlo11 '"'''H' (In n1.'\..I) O :u 25. 
o r.25. 1 25 .. 111d 2 5 

.'\.ll'!llh1.uw pt1lt•1111.1l IJH"d!o.Uft•IJH'lll~ 111 ~ .... 01h•11 '.'>JW'lll1 \\."CH' pt•r· 
fonn•·d .... dt•-..<;·11!H•d i,,. B.1lH1,.;... ''l ,,¡ (1!~92) l.:>•) '>j.H'lfll '-'l.'t~r<-• 

dilurl'd 1·20 l11 <t1tHk1.1Í ~·.1\,·,111·1 , .. ·uh 1 111!\.t c.,~·_ pH 7.0. Spcnn 
(10 µ.I of tht ... !-.U!<.pt•11..,lo11) \'l.Ptf' ''""olh·n by '.'>U!-.JH'l1dl11g tht•rn In 1110 
diluu•d a1tllki;1l -.c-.1w.11<·r phi:.. 20 n1:-...1 ;'-..lg,SO .. pH 7.0. Th(' 
follo'-'·in1-t K' Jdditlun .. ""'(''" u"·d íor (-.1lihr;i1Jnn fin rn:'i..1): 10. 20. 
éUHI -io. ln <ill figurr!-w th<-' .,·,1l1u•-. givf'n f('JHr:o-.4:'111 tltP 111P;1ns = SF-'-1 
of .u lr.1-.1 fou1· ••xp1•1i11a•11l~ 

Copytl~ht 'l'" ZtlOtl hy Ac.wlcor111.- p, ..... .., All 1t1:tu.., nf rr¡•••l•" 111,., 111 .. ,,y fo.,,, , .......... .-. ... 1 
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FIC. l. Speract-lnduct'."d hy1><-rpolari.l' ... 'Jllon In sprr111 fl.tgt•ll.u 
ve:i>icles. The top traces are 1·e¡u·e~ri1at lvc.• of the hypc.•rpol.u l.-:.11Jon 
lnduced by 100 nM SJX'ract In tht• fl;tgrlJ.ir vt•!>kh•:!> 111r.1~UH"<! \Vllh 
clthcr (A) dlS-C 3 -(5) or (B} dlS·ll•t·C.--{:l). ~t•itlu-r llK• 'Jl<"1·;1c-r :o.oh.<"IH 
CA. Sf.'cond rracc>) noran lrrelcvarlf 1wptlde. n•:-...1rt (IOOn:\.f} (A.1hird 
trace). lnducc>d hy¡x-rpol.au·l.t:atlon. Arro\,.·:o. lndlc-.atl(• tlu· .iddt1h111-. nf 
each con1pound. {C) Concl'ntratlnn d«•pc>nd1•ncP of rhr ~pt•r.ict 

response m<"a:!>Ured •Nlth diS-C,-(5) ·r·11¡, nu•111b1o1rw potr1u1.1l dyt• 
was uscd throughout. In ,alJ figurrs th<' -..·,1ht1~ Hlvrn rr•ptt>~l"IH rfw 
mcans :-: SE:vf of at lea .. r fuur c>AprrlnH•nt!'. 01nd .di fllPinhr,uH· 
pol('fltlal tr.1ccs illC ;1cc-on1pou1it.•d by 1111• co111•-.pn1Hf111g 11011• .nHI 
mcmbrane potenllJI SC<tlr'!. or· Ouo((•!'><'.:Pll<I' <t1t1111.1ry unu .. {FAUJ 
'vhcn calihratlon v .. ·,1'!. not po.,,:o.ihl1• rh1r to 111~· '"'Ju•ri111p111 .. 1 «orull· 
lion. 

Deterrnination of cGMP i11 Flagellar Aten1branes 

i"he cGMP cont<"lll -..vas d<>tcnnlnrd hy r.ufiolrnnn1nu.t-.!"lo.tY uf 
vcslcle tys.ar(":S. Fl<tgdlar n1t:'n1br<t1lr~ (300 ~v.J n·~u .. 1>o1·11<IN:J in 2Ú 1111 
of !\.1PA!'vf "•ilh 100 µ.!\.f of IB:\.fX "••re inn1!J..1t(-c;I '""'"lth nr Withour 
spcract (100 n!\.f} far 1 niln ar 14-C. Thrrr.tftrr, lhr :O.ll!>JK'fl'!.ion WOL .. 
centrtfugrd at 200.DOOg fo• 15 rnl11 .1t .iQC. thr n1c-:nhr~u1r'!. wrn• 
resuspcndrd In 200 µ.I of :\.1PA:\.I .;111d holf<-d fur 5 111in Thry wt·rr., 
then allo,.,,·ed to n•ctch rnon1 lf'111¡H•1-.ttu1·r .• 1nd c-G:\.1P "·,1:0. cxtr.tcrc•d 
wtth 2 vol of (>fli.tnol hy vorrrxing 1 111in ;1nd allo"·tng lht• 
suspt!nston to st.atnd for 5 rnin <lf r<XllTl l<'lllJ""'•llUfl•. ·1·h(> susp("fl!>.lon 
, . ..,,.as ccnrrlfugc-d ar 16.000g for 20 niln and ttw cG:\.IP-co111<1inlnR 
supc-matanc "\Vas rernovrd .and ("V.itpor;itrd undr1· v.icuutn untll d1y. 
Thc rcsldut.~ Votéts dl!>solv<""CI Jn SO µ.I of thC' huffor proviclrd with lhC" 
assay kJt (rHK 500) ;u1d proc<-~'Pd •1ccouling fu 1t1-.1rucllons pto­
vldcd by s.uppllc>r (Arnrrstktrn) 

RESULTS 

Thc hypcrpolari?.ation induccd hy spcract in thc flagrllar 
vcsicJcs is qualitativcly slrnilar whcn 1ncasurcd \A,:ith diS­
C,-CS) ar diS-Ba-Cr(3). as rcportcd by Lec (1988) .and lllu!..­
tratcd In Flg."i. 1 A and 1 B. Ho,vcver. the diS-Ba-C.,-(3) signo.ti 
Is difficult t:o calibrare as it forrns Insoluble con"lph_•xcs with 
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vallnor11ycln (Rink <•r ifl 1980: Z<•11g et al .. 1 !195) whilc­
diS·C.1-(5) h Pa-,.tly calihrarl'd , ... ·ith v0tli11111nyclrL and IL"i 
... 1gnal ¡~ r.ar·g<'I". For rhi-. l'Pil">Oll diS-C ¡·(~) \ ... ·;1-. u-.«d rhnurgh­
OlJt. ?\t1ea-.u1t•111P11f-. ...... ·irli rhh d.,..,. i1uli1·;1tt"I rhat tht• vp-.lclP 
n·~tlng 11u•1nbr.t1H• poH•rlflal ......... ~ -HO::;:: :i n1V (n .... 1 10) ;uul 
that a n1<1xin1;1I ~pt·1·c1rt-lnd11ct•d hypp1·polarl7 .. atiun nf-31 :::. 
17 111\/ '"°"._" 1t•,1chcd In -10 ::: fi ..,, {11 -= l 3ti). 'I"ht. ... hy1wq>o· 
tariz.aclon dl'Cóty,·d in n1i11utt"-. f'-..:Pifhrr "º'"'''lT ru•I" 100 nf\..1 
n.•!-.art. a pPptldt· th • .r <hu· .. nor l11du1-l' a fl"~pon~P In S 
purpur.-uu .. !-op•·1 111 ((";,u lwr -.. 1989). chou1gPd thP fl.ag<•IJ.ar 
..... , • ..,,¡cJp nH•n1h1;uH' por,•nri.11 (J-"ig. JA). 1r1dic.trlng rlu• ~pl•ri­
ticity of rlw 1P ... JHH1-,.1•. F1gu1«" IC -.Ju>\.., . .,, rhar rhP half· 
n101xln1al n•-.pon-.p ....... a-. obr.tlru•d ... -.·lrh 0.8 nf\.1 ~pt·ract and 
!'.<tftJrafit>Jl nccurn•d ar - ¿s 11r-....I. ·i-111• 'IH'1·acr ll'"J>c>•l'" oftlu• 
..._., • ..,,ldt·-. \\";i., lnd1·¡wrHf1•rlf of PXTt>n1.1I pi f fro111 fj 5 to H.O. hur 
....... a.,, ir1hihltt«t .11 pi 1 5 <l (el.Ha JH>f -.ho\..,·11) 

lnrlll"io11 ofCTP (Lo•1·. l!JHHl (not -.ho""tl) or· CTJ>yS (300 
µt\..1} in rlu• fl<tJ..;Pll.11· ... ,.,¡cJ,.-. incn•ac,.pd tlwi1· re!'.pon~r to 
'>J"H'1·;1t·t (Flg 2). Jf thh cnharicPtnc>nT ....... ét ... nwdiah·d by a G 
pn>tPÍJl it \VOUld hP exprcted rhat GDP/JS, ·'-' e protrin 
ant.agonl..,,r. wrnJld i11l1ihir tht.• 'l>t_•101c:t·ir1ducpd hyperpular-

A 
"""'oc< 

~ ~L 40• 

~ 
"°"'"" 

OTP79 

GDPl'S 

~ ~top.eren 

Be;¡ Ir 
f::_1 l 1 1 
:M o.o -'-eom=~ ........ --'G~T-,,.,,.'---,,G~D~P .. pS~M-..... • • .,,,.~.-.-n~A~IF~ •. 

FJG. 2. G fHOlt'ln rnodul.1101"'• In lhP -.iu•r,ict r.--.pon-.P of fl.tg<-ll<tr 
\.'('!>IClr~ (A) Spt'l.tct-Jruluct"<I l1~pc1poldtl.1".Hlo11 tn c-l11H1nl or prP­
lo.ulr<l ve~lclc-!> wJ[h 300 µ:\.-fr. rJ-•-yS or GI.:: P#S or Pxpo,t"d to JOµ.M 
n1.a!>top.1r.u1 CTP)'S . .:-ind Gl)PJ{.<.; \\."l'l"P lncluded ln .. idP thr V<'!>.lcll"'s 
a!'> indl<"iltl"<I und1·1· :\.l.ilrr·i.1l!> .1r1d :\.1t•tlH)(h. 111.L-.1np.ir;:111 1:-. n1c-1n· 
br.111c JX'ltlH".Jbk .tnd \.._.,,., .1ddPd 10 111in b1•fu11• 'P"'·u-• (25 ~:\.-1). {B) 
Sun1n101ry of re~uh-. ot11.1J11.-cf In t·x1w•1·tn11•1u-. .1~ in (Al. "f"he hy¡x:r· 
pnJ.11iL<llillll 1nduc1"<l by -.¡u·r.1t·1 \\<1' 1101111.lliJ't"d '-Vlfl1 11.·:o.pt-cl ro thr 
COllll'O) 

c.upyrtr,ht e 2000 hy Ac...-S...nK" p, .. .,. ... AU tlr)•t ... ut ro-pn .. h..-11011 "' .u1y r ... ,,, .......... -.. •• .t 
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e r:¡ n i Lº Control Spermct 

FIC. 3. EffP<"t nr pho .. phodh·-.?{""'f,, ... f' i11hlhito1-. Ull th•· !-opt•1.1c1 
response. Phosphodlt•!-.lPr.1!'ool' lnhlbi101-. (100 µ:'\.1) \H'H" .Ht(fr·d 1 111in 
bcíorc Sp(•r.tCI (25 n:\1} l.~) '.\.h•n1hr.1n•• p<1t1•11t i.11 ti.u, . ._ for ,._htch 

DMSO (control). IB'.'l.tX. p.1p.1VP1·t1u·. 01 Hn-20-172-l '"t'11• u-..·d iBI A 
sumrnary of the rr:o.ull~ ,,.,, In f,.'\.) }-i~p••tpol.u1.1.1tlon 1 .... 1xhl '"'''" 
norn1allzcd wlth rcs¡x•ct to tht• '>IM'l'óKl íl''l'K1n~1· \vlthout 1nhll11101' 
(C) ·rhc- Sp<"r.1ct-lnd1u·rd tnc1P.t'K' In t·G:\.tP c·o1U"• 0 1111.11ion i11 1l1e• 
flagcllar veostclc-s (~t:"r :\-1.ttc._•ri.11!. .uHI :'\.h•thotl-.) cG:'\.1P t·on<..·1·111r.11i<H1 
dct<"nnlncd bcforr otddlng :o.JX'T.ilCl (IC>O n'.\.1) ,.,,.,,~ l'K>r1n.1lt.t1"(.I .111d 
compared to thc valur l rnln <títt•r .1ddu1~ thP pt'JHl<h• 

izatlon. but lt doc~ not (Lrí". 1988) (Flg. ZA. third rracl", ami 
Ftg. 28). Furthcnnorc-. othr.r G protPln activator~. like 
alumtnatc (AlF;: 20 ml\.1 NaF/50 µ?"1 AICl 1 ) and nM~topa­
ran. dtd not cnhancc thc :<>pe-raer rP.'>pon~<.· {Fig'>. 2A anct 2B). 
lt ls llkcly that thc c-nhancen1Pnt uf thP ~¡wract rP!'.pOn-'P 
causcd by GTP and GTP-yS t-.. hPcau~C' thry .act "' 'ub~tr<UP:o. 
of ce ln thc vcsiclcs (l:knth·y f't al .. 1987}. 

Cyclic Nucleotides Regulate tbc Speract Respon.-.e 

Cook and Babcock (1993a) l"l"portcd that 1Bl\.-1X. a Pl>E 
lnhlbltor. Is mor-e ~peclti.c far- the cGl\.tP-~Plc>ctiv(.• PDE'.'> 
in sea urchln spf'rm. Thts compound rnhancc-d the In· 
crease In cG~1P conccntratton anct the hypcr-polarlzatlon 
obscrvcd durtng thc spcract rr.spnn~c in svvollcn .!'oprrtn 

Calln<lo <•r il}. 

(Cook and Bahcock. l~Hl3.:-t.L A' rxpr>rt<>d. llil\.1X (100 µl'\.1) 
•tddt•d l rnln lll'fon• '>JH"l"•tct iucn·<t~«"d (80'h,) tht- hyp .. rpo· 
larl7a(ion lndurt•d by thh ¡u•ptich• In tlag .. llar VP'>lclt•,.. 
(FJg~. :J..-\ ,111d 3U). 1··,u- co111pa1·i~on. tht• tir~t tract> ~ho\.""'"'~ ,, 
cqnfn>I n·~po11'>1' to '>prr·act lncludlng tl1P ~ulvt·nt arirll· 
tlon. On thc- oth1·1· hancl. f\.\/O inhíhltnr'> rnon· 'JH'clfic fnr 
cAf\.tP-:o.t·J.·ct ¡, P PDE'>. p.tp.1vp1·i11t• an<I Ro-20-1 72-1 (Cook 
.uul U.ahcoi-k. l~J~f3.1). had llCl Ptf"t•ct ;tt 100 Jtf\.1 on the 
tl.t¡.wl la1· "",., 1c J¡o '>pt•1·otct - i rul 1H· .. d h"-,. pt>r poJ.tl"i7ott ion (F ig'>. 
3A ótlld :H~) ·¡ Ju•:o.t• ll''>llll'> .tll' Ct>ll'>i'>lt"llt \.Vith tht• COllfPt1-

tio11 th.lt o.t11 incn·; .... .- í11 cC;f\.IP c-01u·1•nt1·¡,tlon optan'> 
K • -'>l'lt•ct iVP ch.111111·1 ... 1 , . ..,p•HP .. th!P for· thl' ~p1·1·act-inducc•d 
hyp1•1 pol.tf"l/,1t ton of 1 lu• v1• .. .tc·l1•.., /\'> ;tJH icipaft"d. a 
..,p1•r.1rt·l11dtH"t•d l11c11•,1'>I' 111 rtu· conc .. nrr·ario11 of c-Gf\..1P 
ccn1ld ht• d1•tPCtt'd in tl11• \.1•..,11 le•'> 111 tlu· p1t>o.,('fH"f' of 100 
µf\.t IBf\.tX (l-lg. ~iCJ 

"l"hnugh ,, c11rn•l.tti1111 h.1-... b1•1•11 P..,f.1hli'>h1•d hPt\.\:l'l"fl thP 
'PP1,1ct-inducpd lnctl'.t..,l' in c-G!\.tP h·'"·'·h ancl ttu• hypr.-­
pol.u i7.tt ion ir p1oduc1''> iC:ook .t11d B.thcork. 1 H93a: L<t­
b • ..-c,1 ('( ·" 1~)97). l'X(il'i-lllH'Jlf'> '>h<>\.Villg thar Jll'íl1H'e:tblt• 
cG!\.tP .u1al11g' c.tn irulun· ,, K · -clPJlPIHif•nt hy¡:H•rpolariZ•t· 
tio11 in""ª urrhin 'Ju·rn1 111 fl.tgt·ll.:u· Vl''>iclP:o. h:ut nut het.~n 
n•ptntl'd. HBr-cC!\.IP. a good h)ch·oly'>i'>·n·~l!'.t<1nt pPrrTlP· 
.tbll· .1goni!-.t uf Cr--..:G c-l1.1nnt>I.., (Koch <trul Kaupp. 1985). i~ 
,, n1on• pov.t·r·ful .tcti\.'iltor tJf tlll''" kind:o-. nf chann('l:o-. rh.:111 
c:vcltc G'.\.11' ir'>l'lf. Kod1 .uul K<u1pp (1!185) '>ho\\'Pd that 
analogut>-... of r(-:f\.tP '"""hich an• rnoditll'd .tt tlu• dhn~t.•, 

pho-...ph11dh•-...t1•i-. 01· pyrl111idl111• ponlnn of tht• rnol<>r.ult•. 
likt• dil311-cG!\.1P. '"" illt"fft•ctivl' '" Cl'.:G c-hannl'I ¡1go­
nht'>. 8Hr--cGf\.1P C:~OO µ1\.1) pnHtucPd a largP hypPrpo).:tr­
i7.ttlon (1.()-fold thl' '>pC"r.1ct n·'>pt>ll'>P) 111 tlH''>'' Vl''>ic-lc·~ 

0t11d df>cr·t'.t...,l'd rl11· fnllcn.,·1ng ..,IH'r·act n•...,poll'>P (Fig. -tA. 
ti1'>t .111d ..,t•c-01H111·;1Ct"'>. and F1g. 4B). "l"tu• n• ..... ptHl'>P induct_•d 
hv HUr-cG~tP \.Va-... 1111libitt•d v.:IH•n l'Xtp1·11;1l K. , .. ·a~ rai~Pd 
to 10 111f\..t (l·"ig. 4A. rlilrd ri-.tcl'). (")n rlw otht·1· hand. 300 
µ:VI clillu-cGf\..tP. \.Vhich h not con-.ldt>H'd a good <tgonl~t 
for Cf',.;G c!i.tt111PI.., of bovi111· nHb (Koch and Kaupp. 1985). 
111dl1c1·d .1 ..,n1<1ll J1yp.-rpolaf"l7óttiofl ii1 tl.1p,1·ll.tr vt• ..... irlt•' 
ancl .u1 . .:tpproxinldtl'I~' :~o"" n·clurtlon in tlu· ..,pt>rac-t 
n•!'.poll'>l' . .-\.t l n1f\.t thi-... .t11alog Cóttl'Pd ,, -.nial! d1·¡H>la1·­
i7.atltn1 (Fig. 4B). In contra-.r. thl' JH'rlHl'<thlP analoguc-s of 
cAf\..1P. HBr-cAf\..tP and dil::hi-rAf\.fP. " .. ·prp unahlt• to induc<' 
a ch;tngt> in 1nP111hc-anl' pott•ntial by thl'lll'.'>í•(vp~ o.- alt<•r 
thr -'JH•ract n•:o-.plHl:-.1.• (Fig. -1B). Thpo.;r rr~ult.'> furthc•r 
~uppon th(• prnpo ..... 11 rh.tt cGr\.tP anti not cAf\.tP n•gul.atrs 
thr ~pPract-lncturPrt hypPrpolarl7atlo11 In tlagcllar 
ve:-.ic)(•:-.. 

Furthl'rrnon'. in ..... ,.,·ollPn .<..prrn1. 1 rn~1 8Br-r.Gf\.1P also 
produn•d a hypt•qu1Jarlzarion ;u1d tlwn a dC"polarization. 
·¡·hb rP!'.JHHl....,t' ¡...., quotlit;ttivc·ly ..... unilar to that inch1cc-d by 100 
n!\..t !'.pc•r.tct in thl''>t' ct.·ll~ (l·ig. 5). s ... ..-oth•n '>pPrn1 ,._.Pre- u~ed 
hPcau~P t)1(.•lr lonic Cf>t1dlrion:-. ;1n• clo!'.C'1· to tho~c of the 
fl.1gellar VP!-.lclP~. In adchrion, th(• n1Pn1bra11P potential 
changP:o. inducPd hy ~pPract in s"\.vol)cn ~pl"rn1 01rc h1rg<>r and 
c>a.!'oler to analy7.r than tho~c rc>cordc>tl in nonnal spcnn 
CBahcock t~t al. 1992). 
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FIC. 4. ?\..tcmbrane pol(•nti;ll ch.-u1gr .. lnclun·d b_v \.,trl(1ll" 111<·:~1h1.111t• ¡><·rr:w.1!•lt- (~( 111 1u1ch•otidt'" .111d rlwtr c•(fl•c1 In lhc rc .. pon~l! to 
spcract. (A) A control n.''!>J>Oll~ 10 ~pecJCl (25 11:\.1). incJudlng rlu• !>oh·1·111 .uldi1Jo11 (1i1-.t 1r.1n•J l'lw J1:--pt•1pol.t1J.1' .. .allon c.tU~("Cf hy 88r-cC~1P 
(300 µ...'\,f) and Hs Cff<"ct on lhc <:.pcrotcf n•!>ponsP is ~ho\.\·n In thP "t'<und 1r.1C<' In tlH' rh!Jd 11.irP. 10 ni:\.1 K" \.\'OL-;. .1dd<•d 1 mln befan~ 
8-Br~cG:'l.1P; U totally lnhibll<'d thr BHr-cG~1P oind <:.pt•r.1ct H"!>¡>on...,1• ... Tlw l.1!-I 1r.1cr '>how-. lunv 8Hr-cA'.\,1P (1 111:\.<1} i~ unahlt> to produce a 
hypcrpolari7..J.tlon. (H} Sun11nary of rr~ults ohr.11nN:J in l'XP('ft11u•11t_, .1!> in{,.\} t-'ilh·d b.ir~ 111dir.;t11• tlw ~f>PT<tCt·inducrd hyprrpol<1rlzatlon· 
conrrnl or Jn prcscnce of8Br-cG'.\1P (300 µ.:'1.1). diBu-cC~tP (300 ,. .. :\..1 or 1 1n:\.1}. BBr -cA:\.tP (1 m~t). oc cJiBu-cA;\_.tP (1 rn;\_.1). Op<·n b."trs lndlcah• 
rhc mcn1branc potcntlal chotngcs lnducN:t by tht• dlfferl"nl ¡-or111H•41bl<' 11uch-..ltidt•s. Hypt.•tpc1l.tri;t.1tlon (_.,.. axb.) \.\·a~ nor·n1ali:n'1.t y,:11h rr~[W"Cf 
to rhc spcract (ZS n:\..1) n·~ponsr wtthout nuclrotldr!-. 

Speract and BBr-cGh-IP hlay Actívate t.J1e Sarne 
Perrneabi/ity Patht.vay 

Raislng cxrcrnal K • to l O n1f\.1 lnhlbits both thc 8Br­
cG~1P and rhe speract-induced hypcrpolarizutlon in 
flagellar vc~tclcs. suggPsrlng that thc sarnc channcl n1ay 
mcdiate both response~- To explore thls possibillty v.tc 

cornpan.•d the Ion selPcth. lty uf tlu• t'\ . ..,:o 1·p~pons1.•s- LC'e 
(1988) te!'.rcct rhc c~tpaclry of K - . Rh-. anc1 Cs • ro Inhibir 
thr. spcract-induc1.•d hyperpol..trizarion in ~perrn flagellar 
vesicJes as an indircct \.V.ay to study its ton ~clc-cttvtty. 
Unfortunatr.Jy N-.-. the n1ajor cation in sea\.v;:uer. '\.Vas not 
tncludcd in such h1vpstlgatinn. Figure GA sho\.vs that 

C.opyrlJl;hl O ZOOO by A<:Oldc-n11C Pr...u. AU r1d'>U. o/ rt"ploductton ln any '°""' 1•"4:"1'\.('d 
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FIG. 5. 8Br-cG:\.1P .i(...,l h_\.'pt•r poJ.111.11•.., .,\,,;nJJ;·n ...,..,, u1t h111 -.pt•1 :11 

S. purpllri.llll ... ~t'<I Ulchln -.¡wnn \\"PI,. ..,.,.,_0!11·11 \11 1 JO dd111o•d 
.trtllicl<1l Sl'.ilV•"ilh"L pH 7 o. pJu ... 20 111:'\.f '1g,S(), ..... !ndl; .tl•·d 1111.:!<·1 

Matrri.11~ <111tl :'\.h•thn1h. ~1t•111b1.uw llol.lft•111t.tl 1 l1.111go•-. \\l'lf' 11a•,1 
surC"d u:i;.lng diS-C ,-(5) ...... dr-...-rih1•d h\. H.1hnwk ,., .1/ ( 1 •1!12! l r.i< , • ..., 

sho\'I.' na•1nb1·.ut1• po1pr1ti.1l ch.inw·-. \"1;11h 'IM'f.u 1 {l(l() 11'11 .1rttt 

HUr-cG:\-tP (1 111:'\.f) .1 .. lndlr.Ht>d hy .tífO\\'' li..11-. 11·p1.--.1·1n tlw 
hypc,-pol.1rl.ratlon lnduct~f by ..,pt•f,H'I .11111 HHr-• (~:\.1P t-f:-;¡u•1p<1l.11 
ll'iUlon (_v;.1xl~l .,,,.,,~ 11on11.1lLrPtl \'1.lth u~-..p''' 1101!11• '-pt•1.wl·11uh11 t•d 

hy¡X'r·polosdLatlon. 

"\\rhllc 1 n1~1 extcrnal K · is t~nough tu .1c-hi1•vp 1na-..:i11HJJT1 
lnhlbitlon of thr ~pPract n•.-.p<>rl~P. 5 rnt\.1 i'.'.a" inhihir ... 
only -1596. Thc oh~rrvrd _..plt•rt ivity ~P<¡lH'Oc-P (K • > Rb -
,,._ Ll ~ > f'.:a ") confirn1' rhat th<' ... pt•r.tct-inchu·c•d pt•nnt.•­
ablllry Is qultP srh•crtvr for K ·. SinC"P in tl.tgl'll.tr nu•n1-
branrs thP ~prract-lnduc.-d p1•1·111Pablliry rt•rn.•tln..,, open for 
rnany second.:-.. fhl' ionic ... Ph'criviry ''"ª..,, <1h.o 1•xa1ninrd 
addlng ~c:-vpral n1nnovalc·nt Ion' ar 1.25. 2.5. and 5 r11~1 

aftC"r cxposlng the tlagPllar VP•·.tclc' to J 00 nf\.-1 .-.pPracr 
(nor ~hov.:n). A saturating corwPntrarion of thP Jl''Ptldr 
"\Vas usc-d to C'n~un.• that nto'' rhannt>), \Vnuld npt•n. A 
selcctlvtty srqurnc1• ... 1n1ilar to that dt• ... crlbrd ahcn:c v .. ·a..,, 
found: K • > Rb • ~c ... · > Li • > C'..:a •. Sirnllar n• ... ult ... "\vc•rr 
obtainPd In c-xprrinlPnt_.. In vd1lch 8Br·rCl\.1P {300 µl\.1) 
"\\.-as u~rd to rrigs~c-r vr ... ic)p hyp<'rpolari7:.\fion (Flg. GB). 
Thr.se findings lndlcarr thar 8Br-cGl\.IP and !'tprr;tct nwy 
aclivatf' thc- samC" K • sclf'ctlvr channPI. 

Blockade of Speract Respo11.~e In Flagellar Vesic/e..5 

Considertng that .-..pPract opPn.-.. a pt>1·n1Pahility patll\\.'ay 

sclcctlve for K •. a battc•ry uf K · channrl n-ioduJator:o. '"'"'' 
te~tPd (SC'c T~thle 1). Of rh.-sP cornpound .... onl.Y Ba 2

• UC:.c• 
-100µ.l\.-f: Fig. 7A) and 4-AP (IC.0 -LI tnl\.1: Fig. 7U) inhihlted 
the .... peract response in !-.prrn1 tl•tgc•l Jar Vt'!'ticlt• .... K · channl'ls 
dirrctly modulatc-d hy cCJ\..1P C".t11 abo hP hlockPd hy 4-AP 
(Cornez and Na~i. 1994. 1995). FurrhPrrnorP DCB. anorhrr 
blocker of Cf'.:G chétnnel~ and K · ·SC'lecrlvt- ch<trltlf'ls 1nodu­
latr.d by cGl\.-IP (Gomez .ctnd f\.:"asl. 1997). inhlhitt•d thr­
Sp<!'ract rcspon<oP UC:.o l µ.J\..1: Fig. 7C). In addirion. 4-AP and 
DCB also bJocked the hyperpolarizatlon lnduct>d by 8Br­
cGl\.ofP v.tith a sfmiJar potency (Fig. 70). The_..e rc!'lults 
furthcr support the proposal thar a K • -sPh .. crivc c::hann(•J 

Ca/indo ec al 

n•Kulatt•d by cGl'\.-fP ¡, rt>!-.pt>n.,lhlt• for rhc• !-IJn•ntct·lnduccd 
hypt .. rpolarl?.atlon uf tht• flagellar ve!-.ir.lr!->. 

Prott.-111 KJ11a . .,;t• •111d P/Jo ... p/J:ua."i>e Inllibitors Do Not 
Alcrr che Speract·lnducec/ J-lyperl'olarization 111 
Sj>errJJ Flagel/ar Vt•.'iicle ... 

·¡ ht· K · -~Ph·ct h P di.u1n1•I opPIH'ct hy !'.JlPl'•tct could be 
dilt•crl~ 1ll' ind1J·1•ctly n•gulatPd hy cGl\.1P. lnhlhlrnrs nf 
prorl'ln kin.t-.<'' C. A. G. C.tfl..IKll; and tyro .... lne klna .... P~ did 
not .1ltPr rJu• '.'.IH'r.tcr rt''P(JJl-.t" of tlu.• fl.<tgrlJ¡..- vP-..lclP~ <.•vc•n 
.1r ltigh c1111n·nr1·01tlon' (Fig. HA). Pho!-oph;1ta!'IP lnhlhlror~ 

,.,,t:·r·t· .,J,o 11n.1hlP r11 altt•r tl11 .. n·~¡HJnM' (Flg. 8B). ·rhe~C" 

ti11dl11g' a1·p lncon,J..tC'IH \v!fh tlH' Jndln•c:t p•tth\A.·ay involv­
ing ch.u1g1"' in th1· pho,pho1-ylatio11 ,r .. ttl' of rhP channel and 
11uflc-.;1tc• that tlu• cG/\IP tnocf1.1latinn 1 .... ctlrrr.t. 
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FIC. G. lonlc ~t'lcctlvtry of rhc sprract and 8Br·cG:\.1P responses. 
(AJ JnhlbllJon of tlw n•!»pon!o.f• to ~prn1ct (100 n:\.1) hy diffcrcnt 
n1onov~llcnt lons In thc cxu•rnal n1cdJurn. 1·hc l' axis rrprC'"scnts thr 
nornMlizcd hypt_•rpolarizmlon. (U) Jonlc !'Joef._.:celvily of dK" 8Br· 
rG:\.f P-lnclurcd hyprrpolarl7.;ttlon. Mr111hr,a1w potcrni.;11 changes 
inducc•d by .t<ldilion (41r1ov .. ·~) uf 1.25. 2.5. 011ul S ni!\.-1 K-. Rb". Cs". 
LI". or ;"'t.,'a • aflt•r 300 µ.:'\.-1 8Ur·cG:'lt.1P in thc itbst•11cc ofvallnornycln. 
·rhe trac:c~ oirc 1epn·~rntall'-"l' nf oit lt~.1~t 1hrcc rxp<•rin1et1t:!i>. 

CoPYT•~hl <"" 201.1111 by Ac:: .. i.-.11k f"f~'" ,,u nj;¡.tll ... ol" r .. pr<><fu.-1lur1 lu •"Y rn•••• ,._,, .. d 
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TABLE J 

EfTecr- of K • Channel Modulalors In 1he Hy¡wrpold.-t..i:.;111011 
lnduced by Sprract 
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J-fov .. ·rv1~L h h<-t.-.. nnr tic>l'U df'nH>O'.'>fratrd rhar rh1• dov .. ·n· 
srrl"arn r.argl"t uf° cCf...1P l:o. .:t K • ... ,.Jt•crh:f' c-haruu•J. 

K. ch.-.nrk•l 'h.. JnhH>JtJon of rtw 

Sea urrhin ... pPrn1 fJ.1geJl<11· 11H•n1f>rou-u• v1·~irlf·-. cc111r.:1Jnfng 
funcrlonal "'"J>t•rarr rr~r-1•¡>rnrc., dfl' .t -.Jn1pJUjr•cf .-..y ... tt•n1 'uit;1hlr 
to :-.rudy tlH• .... pt•r•tcr r·pc.,pon ... P (Lr-1', 1 ~JHH). Jnrlu,Jon of CTP 
or c·lT'yS in thf' Vt>.-..Jl·Jc~, Pllh.uu:P'.'> thl' .-..1wracr-J11duc1"<f 
hypt·rpc>l.:irt.l'afion (L1•1•. 1 DHH . .ar1d rhh n·porr). Ba">r<I un 
1Jw.-..r· finding' Lt·P (1988) JllllJH•'>f"fl rh;tt GTP ¡., JnvolvPd in 
rht• couplJJ1g fu·n .... t'l'll rht• 'IH'1·;tr-r rf'c1•1uor and thP m!'nl­
bntrJt• trqu•qn,J.tl"i7~1tiu11. "" liic·h h rr11>c.,t JJkr•ly duP ro tlH' 
.arttv;:tricH1 of K '--.i·l1•cr1v1· cl1a11nP/c.,_ ·rtih aurhor :-.uggP.-..trd 
thotr .:1 e JHUfl'Ífl t'l)Uld p•tr rlrJpar(• ln rlu· rP-"J>Orl<.,P. UnPx· 
Jl<"C-fl"dly. loading uf flagpJ/,n Vl' .. Jch•.-. .. vJrh GDPJJS CLc-e, 
J98H). ,tJJ l11hihlrn1· of C: J>IOfl'lll'>. fll ...... irh .tCtiV;tftH"' tJf C 
profl•in' (alurnJ11.;tf1• .u1d r11.t<.,ruparou1) dld uor c.,lgnltir.anrly 
inlJ1Jf"rH'I' rh1• 'Jwr.u r 1t•.,po11 .... · (l .. 1g 2) ·1 h" .. '' ,-,.c.,ulr .. do nor 
'.">llJlpe>r{ fJa• propo .. t"d 1·u!P uf ót G JffOfl'JIJ ill fJijc., f"f' .. p0tl'>P 
Ccu1<>idr·r·Jog rhar c·r P .tud c·11•yS <Ht' ~uh .. rrar,•.-.. fur the 
!loJ:M•rrn GC (lil'llth•y t•r a/. 1 HH7). fJ¡p tlH>c.,f pJau ... ihJe Pxpl.a­
nation b rh;tf rJH•.-..1• r-on1pPu11n ..... r1n1ulo1rl" thl' sp<•r.:1cr re­
.... pon ....... lncn•;..,ing rh1• av.tll.-tblllry of .-..uh:-.tran• and rnh.anc­
ing cCf...IP producrlon. Jndf't'd. ir h po .... Jhlc- to nu•a."iUl"C" 
~pt·racr-indun·d produrrion of cG/\.tP in thf' VC'!-i.lc-Jc"'" (Flg. 
3C). 

modulator Concc-ntr.ilJon ~f1'€-f"il(.'f Tl'SJl'Of1!1.t." 

Agiloxln-2 100 ntvf 26 ~ 7 
-1-AP 5 n1M 6'4 ~ • 
Apan1fn 1 µ..'-1 o=- :i 
Ch.-.rybdoto"'tn IOOnM o- 5 
&"- 1 mM 87 ~ 5 
oca 5 ........ 61 ~ JO 
a-Dendrolo"'Jn lmM 2~ fi 
JJ-Dt•ndrolOXJn IOOnM 5 :-:: 12 
y-D<-ndro1axtn 100 nM 8~ 3 
6.DPrKlrotoxln 100 nM 21 .,. " D<-ndrotoxfn-1 200 nM 5 = 5 
Gllbcncldmtck• 100 nM o- 6 
lbertotoxtn 25 nM o :e- 6 
Kaltotoxln 100 n:\1 25 ~ 11 
:vtargatoxtn 40 n."1 17 = 2 
Naxtustoxtn 100 nM 13 ~ 2 
PenhrE"m A IOOn!\1 º"' 14 
PtnacfdU 500 µ....\.I º"' IH 
PaxlllJna IOOnM 12 = 11 
QuJnlne sulphate JO m:\-1 JG = • 
ScJchodacryJa toxtn 1 µ.."1 IS-:- 9 
TEA lnslde 40mM 12 = • 
TEA outsJde 30 m~t o,,. 3 
TJtyusroxfn-Ko 50 n!\.-1 26 ~ 2 

Note. Ali compound~ v.:ere U.M'd at satur.aUng conc<>ntnutnn'i und 
addcd 1-5 mJn befare 25 n:'\.1 spcracr addlllon. 

DISCUSSION 

Small peptfdc-s conralned Jn thc- cggjel ly surroundlng the 
sea urchfn cgg profoundly Jnfluence sprrm phy!lolology and 
modulare gamerc c-ncounrc-r. Thesr cgg pPJHlcf!~~. such a.-. 
spcracr. srlmularc K • rfflux and Jncrrasr thr lt--vrJ' of 
cG~fP. cA1'.fP. fCaz·J •. and pH, (Garbrrs. 1989; Dar .... zon t.•t 
al., 1999). 

Hlgh K .. conccnrrarlons (30-50 m/\.f) In .-..eav..·arrr inhibir 
rhe spcract-lnducc>d changc-s Jn .'>pc>rnl n1Pn1brnnr JXHcnri;d. 
pl-l 1 • and fCaz·1 1 (l:)ar?.ozon ce al .. 1999). ThP .... C" oh.-..r-C""""..·ation' 
point ro thc lmporrancc of K · -selPctlve channrls in thr 
response to speracr. On thr orhrr hanrf. lncrra<>c•.-.. in cG.~IP 
Jevels havc- bcen corrrJared '\Vlfh rhr Kº-drpPndrnr hypPr­
polarlzatfon lnduccd by .-..ppracr in se;1 un-hin spc•rrn. Thrc.,p 
results led ro rhe proposal rhar rhis dc>cap<•prid1• rr.LJn.-.iPrlfly 
cJcvarc.-s cCJ\.f P conccntrarton. which in rurn arrivatpc., a 
K ·-selccr:Jve channeJ rc-sponsibJr• for hypc•rpc1l,trl7.lr1g .... pt•nn 
(Dangotr and CarbC'rs. I 984: LPC' <tnd C;irhrr ... J 98G: Lrl', 
1988: Carbc-rs. 1989; Babcock <'C al .. 1992; Yuen <tnd Car­
bers. I 992: Cook and Babcock. I 993a.h: D<-trszon cr al. 
I 999). Ir has bccn sho""·n t.har sper;1ct act iv.arr... a K • -
sclecrlvc channel in S'\VOllC'n .!'.>prrrn (Babcock et al.. I 992}. 

IBJ\·1X. whlch pn•fi:•n•nri.tlly lnl1ihlr."> rhe cC.l\.ll'·M>lecrJvc­
PL>E..., in !-i.ra un:hin .'>JH'rn1 (Cook otnd Babcock. J 993d), 
r11hanc<•d rl11• .-..1>pr·.trr-inch1rcd J1yppr·1>t>lariz~1rior1 ,,f flctgPllar 
ve5lch·~. '\\·hJh• JlitpetvPrJnr o:tnd Ro-20-172-1. "vhJch Ctr(• more 
~pt·dtic inhlhitor~ uf cA~f P·'.'..t'IPcrh.'t• PDE~ (Lugnh•r E!T ¡J/ .. 

A,_º~ ~ o.a 
~=o.e 

i f O• 

j ~ 0.2 

o.o 
a.o D.2 o.• O-Al o.a 1.0 

o.o 1..0 2.0 :a.o •.o s..o 
......-.~ , ..... , 

1~::~ J ¡ o.• 
j D-2 

o.o 

o 
0.1 1.D 

oca (µM) 

'-ºL o• 
o• 
0.4 

0.2 

o.o .. 
ca.....,,. ...,..,.,,..,.. • .,... oca 

FJG. 7. lnl1JhJtlo11 nf 1l1e !<.pt>r.wr <1nd HBr-cG:!\fP re .. pon'>t·~ hy K -
c-h.1nnrl .Jnt.1~011b.ts. .;tnd C.:>CH. B.1~· (AJ. 4-AP (BJ. ¡u1d DCU fC) 
JnhJhir rhr> ~p<•rdct rt.·~po1i'P (norn1.1JJ..-.t•d 11} pt'I pl>l.11i?.JI1011. _l' axJ:o.J 
Thr hyp .. rpoh1d.l'..;nlon v.·01<;. nor111;:1Jl?rd ,.,,·hh rP:i.pPct ro thr :i.prracl 
r<"~pon:o.<• \vJtflout lnhlbllor!.. Ali ~uu.1gonl:i.l!lo \-..·1•rt• .idd<-d 1 rnin 
bt•fnu• ~pt•r•1cl 125 11.\.1}. (l.:>J Tht• hyp<'rpol,1n7..tf Jon tnducr•d by 
8Br-cC'.\.tP Is lnhthllNf by 4-AP (5 m:\.-1' and DCU (5 µ..'-O. 

Cnp)'Tighr O ZIJOO by A<·,.1r,,...- p,. .. .,., AIJ 11i;u, .-.r ,,.p .... h...-unn jn .. ti)" fonu ,_ .......... 
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A 

rn111111111 
Co"trol HA-1004 KN-62 Rp8pCPT- H-7 L•w-A Gon1•teln 

c:GMPS 

B 

FIC. 8. Etrect oí prorrJn kJn-1~ (A) .uuJ pho .. ph.11.1-.r IB) 111!11h1101-. ••ll 1/11• l•'"'i'"il.._,. '" 'J><'l.i< r 11f ll.1¡..;PIJ.tr vpslclf"':!'o. 8.ars rcprescnt thc 
nonnaUzed h~rpolartLaIJon Jnduc1"<J hy 2!". n.'\t ..,1><·1.1• r 111 rlu• ,1h-.•·1J< •' .111d l''''''''H ,. • •f -..1tlu.11J11~: < 011< r•1111.i1lo11s of lfl(! Jnt1'hhors. (A) HA 
1004 (60 µ....'1), KN·fi2 (-1 µ:\.f). Up-8-¡.C:PT-cG.\.tPS (20 i~.'\1J. H 7 14fl , .... "J H H (-Hl µ\.TJ 1 .n.•·11tl11-..rt11 A ¡:, , ... :\.t) . .tlld Grnht€"1n (JO .µ.:\-1). (B} 
Okadaic actd (JO nM). :\:.iF {20 rn:\..1. In hH1•11i..I .uul f')o.IP111.1J 111••d11111~l .and ~.111.1d.111· t 1 :11.\.fJ 

1986: Cook and Babcock. 1993<t}. dld nnr (H~~- JA and :iHJ 
Thcsc obscn.ratton~ arf" In agrC"t"l1H"1lf vdrh "':h.tr ,,.,.,., found 
In swoJlen {Cook .and H.ahcock. 1993.t} .u1d in nnnll.d ~r.1 

urchln sperrn (HPltrán cr a/. 1 H9G: Lth.irc-.t ''' ..,¡ 1997). 
Furthcnnorc. the mPrnluo:UlP·pPrn1PablP .tnalogut> of cGl\.tP. 
BBr-cGf\.tP {300 µl\.1), knnwn to acrlv;:Hl" C1':G charuwh 
(Kaupp. 1995) and K • chann,•h din~rrly n10duJ.1rPd l>y 
cGf\...1P (GorTic-z and 1':a'i. 1995). hypPrpol;1rizrd rlw Vt.•,JcJ«'' 
by ltsclf and rcdun•d thr ~iwr.tcr rr,pon,t• CFig. 4). 1 frn .... ·,•vpr. 
diBu-cGT\..!P. anothí"r pPrrTl<'ahlt• analog nf cGf\.f P rhar doe' 
not actlvéltP t_he bovinr rod C1':G rhann<'I (Koch and Kaupp. 
1985). produccd only a :o.rnaJJ hypcrpolariz.arion at 300 µ.1\.1 
and actually dC'polarized ar 1 rnl\.I. Slnn• rhb. <tn.1Jog can 
activare cCl\.fP-dcpendPnt prort'ln kir1a~r~ (Carald! rr al 
1999) but doc-s nur rnin1ir. rJu• :-.p1•rar.t n•.-.po11.-.1> (Fig. --11. ,, 
klnasc ofthls rypr prohably do<".!'. not pl:ty a rn•Unr roll' In the 
respon~c. Flnally. nrirhPr 8Br-c-AJ\.1P nor diUu-c-:A~f P r.au,Pd 
a vcsJcJC" hyperpolarizatlon. ·rhC"'c.,.<" n• .... ulr.-. .an.• r.011:0.i...,tPnt 
With thC' propo!..it.I that rhr ~peracr-induc:t~d hypt>rpolari7<1-
tlon is caus<•d by an inc-:r<>a:<.P in cGl\.f P conc-:Pnr1-.;1rlon (Lt>P 
and Garbers. J 986; Gartwr... 1 989; Habc-ock t•r al. 1 992: 
Cook and Babcock. J993a.h). In addiriun. ir wa.., found th.ir 
thc.- hyperpolarization Jnducrd hy borh 'J>Pr.tct and HHr­
cGMP displays the s.amr sPJpctivlty "'t'Cjll("JJCP (K- > Rh" :..-· 
LI. > Na-). This ionic sc-J<>ctiviry I~ abo .-.irnllar ro rh.ar 
rcportcd for thC" spC"ract-Jnduc<'d hy1wrpol<triz.1rlon in lnr•tcr 
spcrm (K .. > Rb. > Cs'" > 1',;a ") {lfahcock er .al .. 1992). 

1:urth1·n11ot1•. HBr-cG!\..tP aJ,u lndur .. , <:1 K ·-dC"pPndenr hy­
pPqu1l.ir17.tr1011 111 ,\ .... nlll'll "'Jtt.•nn {Fig. 5). ·rhl'~l..· tinding'i 
..,uggp..,f rl1ar '1u·1·acr and HBr-cGl\.tP npPn rhr- ...,arnP rfl¡tnn<•I 
in ..,t·,1 lJ1Tfiu1 ... pt>nll tJ.tg1·llar vr.".iclc~ and prr•,un1ably In 
inracr 'IH'ntl. 

Tht• ph.irrnarology of rtH• 'fH'r.acr n·o;.p:>rl:<.t• in rhc~l" 
VP . ..,lcli· ... .,,.,,.,,.., d<•r1·nnlnPd u'lng K • andlor c-yrllc nur:lt•otJdr­
rnc>dul;:trt·cl ch.;1111H•I blockt•1..,. Ir h. .,,.,:orrh noring rhotr fron1 a 
harf(•¡·y ofvolf¡igp-d1•J>t•ndr•nr K · chanru•I hk>C"kPr:<.. only Bai­
and --1-AP inhihir«>d rhr ..,pP1·acr-indurPd hypPrpolad7atinn 
wirh JC~.,, of 100 µ!\I and --1. I rnl\.1. n·~pt>ctively. DCB. an 
an1ilorid1• cJpr·ivarivt> and t'ffrcfivp Jnhibiror of Cl\..'G chan­
Tll'h {;-.,;icol t•r ¡1/ 1987: Kol1• ..... nikov t•r .1/ 1990; Kofc,nlkov 
and Ko,ol.:1pov. 1 ~}93). aho blcwkl'd tlH· :o.prn-tct-lnduced 
hyp1•qJol.ll'i.,.arin11 i11 Jlagt•ILH" \."P,icJr.., ClC:..., 1 µr-...1). 

K · !»Pl1•crJVP d1.1nnl'1 ... dlrPctly n1odulart•d by c.Gt\.1P par­
riclparr in rh<· lighr-Jr1dun•d hy¡>t•rpc>lari7;:1tlon of :<.Cétllop 
ciJi;1ry phot<ffPC•'ptor!'. {Gorro\ .... Pr al. 199.f; Gornt.•z and 
N;t'.'>i. J 995. 1997) and of tht' rxrraocular. phntO!!oPnsirlvc 
nPtJron.., frorn thP ahdornlnal g:-Hlf-!llon of rhP rnoflu.<;.c On­
rhirliu111 \"<.>rrru1rular11111 {Gorro ...... · t•r al. 199·1). ·1·h<'.<i.C' chi1n-
1wb ólft' t>Jockt>d hy 4-.-\.P (IC .... 0.fl ¡.1.!\.fl (Gonw7 and r-..:•1~i. 

19H4) .111d DCB (IC;.., 5 µ.l\11 (Gornp7. anrl l\..';i;'.i. 1997). a~ lt 
occu1·, ........ 1rh thl' K · channPJ invoh,.t>d Jn rht• !>.J><'ract rr­
_...pon .. t•. Tht• fart rhar 4-AP ¡, 1nuch n1on~ potPnt in blockJng 
dw K · c-haru1rl n•gul<tred hy cGf\..f P frorn ... callop phutore­
cc.•pror""!'. rhan r he- channPI ac:r ivarcd by "'PC'r71Ct suggesrs 

C.opyrl¡.¡llr C 2f.lt.lt) hy Ac•k-nol< l'r.-"'"' ~-...u n~hl" o# 1rp11,.Juc11••1 an ~ny '"'"' r ...... n.rd 



cG/l.1/>·Rrgulé1te<I K .. C/J¡u11w/_o.¡ i11 St•a l)rc-11111 Spt•rtu 

dlffc-rc>nct"S ht.•fwt•t"•n th1•n1. 011 rh1• ntll1·r· ti.11ul. tht> :i-.IJnil.ar 
sr.nslrtvlry nf the f"\.VO ch~tlltH'I~ ro L>CH i1ulic,1r..•:-. rlu•y 111.ty 
be rclared. -rh1• ub!'.t>1"""\.-·ath111 ... 111;uh· 111 'p1•1111 t1.tHt·ll.u 
vc-slclcs <tt"T' con'i't..-.nt v.:lth rtw ¡1<11tici11,1tion of" a cCl\.tP­
modulared K ·-~Pll'"ctivt.• cha111u•I in tlu· '1w1.1rc-i11duc-rcl hy­
PC1llOlari:r,..<1flon. 

Dol•s cGl\.tP n•gulat(• thP K · charutvl u¡u•11.-d h'.'r 'P•'r.-tct 
directly or lndirl"'crly through ,, kin.1..,1··· lnliihltoi-o .. for pro­
rcin ktm:t!'.P'.'o C. A. HIHI G: C<t~1Kll; and n. 1 '"irn• kin.1">1''· and 
for proteln phu,pJ)afa .... P~ . .._._.t'l"l' un.thlt• r,, .1ltPr tlu• tl'!'.JH>tl!'.P 

of flagcll,ar vr .. iclt>s ro !>.Jx•rac-t t''-~·n .u l1:.:l1 l"llllC<'llflitflon.' 

{Fig. 8). ·rtwsr expPrlnu·nt ... i111pl) tli.it 1 C:'\.111 d1n•c-tly 
modulatl·~ rh1• K ·--..Plc-ctlvP c-h.11nH•l .111d 111lt hy ch.111gi11g u ... 
pho,phorylation ">f<tfl'. l11,idl'-1H1t p.Ht !1, i.111.p 1t·•·o1d111g' in 
S'-'-'Ollrn 'ra urrhln 'Pt.'1·111 rould d1·111•-i1,t1.tt1· tl11• 1.urrr 
po:i..sihlliry: ho,.-.·PvPr. 'º f,u- tht'"' t'"I", 1•t11·11t ... 11.1\.I' rHH 

bC"-C'n po~siblt>. 
CNG ch.:tnnrl' an• ht•trro-oligo11H·1 ... 1 • i:11¡u,...t·d of .11 IP.t">t 

rv-.·o differrnt ~ubunit,. u .;1nd ¡; Uhri11' t .... itn111it cun1hln.1-
tlons can gc-nPratC" funrttonally d1...-1'1"">1', l .. 111111·1"> (Bil'I 1•r ill. 
1995). Cj".,;'G channP)s havp h1•1•n f!H1:1 1 111 a ...-.1n1·r-y of 

sc-nsory <:tnd non,Pll!'.ory Ci'.'->..">Uf'' ... u1·l1 ,,.., l .. · .. 1 r. k1dr1t•). li'-·Pi-. 

musclc. t{"stls. and spt•rrn (Bh•l 1·r .tl l '+'1.1. Dhtlt·r 1·r al. 
1994: \Vcy¿tnd t•r al.. 199-1: Feng t•r .il l~•~Hl: Fi1111 t>t al. 
1996). ,~he u "Jbunit (Kaupp t•r .1/ 1 ~·si) .111d ""'-l'1·;il µ 
subunlrs (\VIP~n1~r 1•r a/ .. 19~18) nf .1 i-1 •.• 111wl dnPctly rc-gu­
Jaccd by cCl\.1P havr het""'n cliu1t·d .uul ,,,,r.nlluHh•tt·c·tt'<i u1 

marnnléllian ~perrn flagrlla. 
Vartous channrb rnodularPd hy c\.1 11.· 111wl1·oridl'' par­

tlcipate in ~J>("rn1 phy,lology (Con1.,., t•r .i/. 1 q•JH: U.u-... ..-011 <'r 
al .. 1999). This rrporr ~uggr:o..t' rlw p.oit:< .p.it11n1 uf .t K'­
~clcctivc channt'I dirrcrly actlvatt"d h."·• t •• ~.11• in r h .. ~JH'r.1cr 
response tn ~Pa urchin :o..pPrrn. P1TVi<H1 ... 1 .... ·. ,, ¡1norl_y !>.l'll'Ctivr 
K .. channt'l (pK •tpf'.:a' 5) dlrPctly 111ud1;!.•!• ti bv c-Al\.1P wa-. 
studied by incorporating tlagPIJ,u· ~111·1 r1i 1t1t·111b1·.tnt"~ in 
planar lipld htlayrrs (Ltharra f'f .1/. J~)'I·.-· •'•'<"t·ntly Gau">'i 

et al. (1998) clonrd and furwrion.tllv ,-,¡.i"'"'d a rhannPI 
from sea urchin h"~ti~ ""'lth ~l1111l.1r pn11" '1 ,, . ..,, n.uiu·d SPIJ l. 
This channC"l v-.·as tn1111unodPtPct.-d In "I" · 111 tl.tgPll.t (Gau ...... 
et ~il .. 1998) and rnlght pou-tlclp.ttt• 111 rfi,. ; .-¡1olanzi11g ph<"l' 
of thc spc-r.:u:t rr.spon~r (Lah.t1T.t rr ,-,/ '""'· C.tu ... -.. ,.r al.. 
1998). Becaust" thb channPI ¡.., •tc-fiv,tt1·,: l1·1til h'.t h~pr-rpo­

lart:ztng potenrtals (11) and ryrllc- nucl. · !1·' (Cr...;'). lt h. a 
mcmber of a grov.dng f;unlly of ch.1. , .... 1i.111u•d l ICr" 
channc-ls (Clapharn. J998). Tlw cl1.111111·,-. ,: tl11"> tH'"'"' fa1nily 
are tmportanr in shaptng rhP aur111111111<' : ~ ·)- rl11nic acrivlry 
of single ncurons and thl' pt·r·iodic-it\. • 1a-1\ .. ·1H"k º'cilla-
tions (Sctfc-rr c•r al.. 1 !HJ9). 

Unfortunatcly K --~l·lt•ctiv(' cl1.u11wl·, · .: ,.,·tly n1oduldtl'd 

by cGf\.1P havP. not been clorw<I. Ir "\.,_.,,..., 1,: "Pº"'d th;1t tlw 
light-dcpcndcnc channPls fron1 i11v1·1 t•··: .• :,· c-iliary photorc­
ccprors n1tght. bridgP thc gap h1•nvt•t•11 1.. '.,e; channPb and 
voltagr-dcpcndent K- channPls (Gonw,· .• : .. ! r-..:a'.'oi. 1997). Ir 
""'"ill be tntercstlng to srudy t.o '-"-'hic:h cJ¡;,¡ llH'I fan"lily thc se-a 
urchin spcrm K* channcl rcgulart•d by l • . .":.',IP b.-.lo11g:-.. 
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