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PREFACIO

La reproduccion eé una estrategia universal usada por todos los seres vivos encaminada,
entre otras‘_cosas, a preservar las especies. Desde mucho tiempo atras, la reproduccion
sexual se ha estudiado exhaustivamente,. en parte por la amplia -distribucién que tiene
entre los organismos vivos y mas aun ﬁor las enigmaticas ventajas que ofrece. A simple-
vista, diché estrategia pareciera care_per de sentido. Es decfr, a diferencia de la
reproduccion asexual jporqué arriesgar la formacion 'dé un nuevo individuo al
encuéntro, en ocastones por mucho fortliito, de los gametos de ambos sexos?; g,porqué
invertir mayor gasto energético en la bﬁsqué,da de un gameto homologo?. Cuestiones
como estas y OtlI'OS aspectos de la reproduccién sexual la hacen un sujeto interesante de

estudio.

En este contexto, el laboratorié donde se realizo6 el presente trabajb de tesis desde hace
tiempo realiza actividades de investigacién. tendientes a entender con mayor detalle
como se lieva acabo a nivel molecular la fecundacion entre dos gametos de sexo
diferente. Actualmente se tiénen caracterizadas estructural y funcionalmente' diferentes
lentidades moleculares prcseﬁtes en el espermatozoide madurd que pudieran tener un
papel crucial en el desarrollo de los eventos fisiologicos que eventualmente culminaran
en la fecundacion. Asi, en el laboratorio se realizan estudios principalmente

encaminados a elucidar la naturaleza molecular de los procesos de sefializacion



intracelular en el espermatozoide una vez que este se activa por la capa externa del
6vulo. Para ello, se emplean a los espermatozoides del erizo de mar y del raton como

sistema modelo de experimentacion.

El espermatozoide del raton requicre llevar a cabo dos eventos funcionales secuenciales
conocidos como “capacitacion” y “reaccion acrosomal” (RA) para poder fecundar un
ovulo. En estos eventos, entre otros cambios, la perméabilidad a diferentes iones sé ve
profundamente alferada. Dichos cambios forman parte 'y rﬁodulan a su vez diversas
cascadas de sefializacion .intracelular, que gobiernan los procesos moleculares por
medio de los cuales se confiere al espermatozoide la capacidad para fecundar al ovulo.
Existen vanas proteinas transmembranales que pueden regular estos flujos 10nicos,
entre las que destacan las ATPasas (conocidas también como bombas), los
intercambiadores .y los canaleS'iénicos. El presente trabajo de tesis se enfoca él estudio
de los cambios en los flujos de 1ones en espermatozotide del ratén como resultado de los
procesos fisioldgicos mencionados. Profundizar en el estudio del papel quejuégan estas
proteinas en el espermatozoide sin duda permitird un mejor entendimiento del
mecanismd de regulacién de la fecundacidon y por ende se podra confaf con mas y

mejores herramientas para analizar mas a fondo este proceso en un futuro.
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Antes de poder fecundar al ovulo, el espermatozoide de! mamifero debe completar
ciertos procesos de maduracién conocidos como capacitacion y reaccién acrosomal
(RA). Durante la capacitacion, el potencial de reposo de la célula, es decir, la diferencia
de potencial eléctrico entre el interior y el exterior de la misma, se vuelve mas negativo
o hiperpolariza. Por el contrario, durante la RA, es indispensable que ocurra una
depolarizacion de la membrana plasmatica de los espermatozoides capacitados. En
- ambos casos, los cambios en el potencial de membrana estan controlados por la apertura
y el cierre de canales i0nicos presentes en la membrana de la célula. Aunque existen
diversas evidencias de la contribucién de flujos de K* en estos eventos, la presencia de -
canales de K" en estas células no se ha establecido satisfactoriamente desde el punto de
 vista electrofisiologico. En el presente trabajo, usando la técnica de fijacion de voltaje
en células espermatogénicas de ratdn, se muestran evidencias de la presencia de dos
nuevos canales de K* que juegan un papel relevante en el establecimiento del potencial
de membrana y en los cambios que ocurren durante la capacitaciéon y la RA.

Los resultados muestran la presencia de un canal K, con baja selectividad para el ion
K" con respecto al Na' (5:1), poco sensible al bloqueo por TEA®, caracteristicas que
comparte con los canales clonados recientemente conocidos como del tipo Slo3. Por
otro lado, se caracterizé un canal de K™ de alta selectividad para este ion y altamente
sensible al bloqueo por Ba®*. Dicho canal presenta las caracteristicas propias de los
canales rectificadores entrantes (K;;) ademas, estd sujeto a modulaciéon por cambios en |
el pH intracelular (pH;). Los experimentos in vifro, con espermatozoides maduros,
donde se mide el potencial de membrana, la capacitacion y la RA sugieren fuertemente
la presencia y participacion de este ultimo canal en dichos procesos.

El espermatozoide maduro de ratdn tiene un potencial de membrana (E,,) relativamente
positivo (~ -56 mV) con respecto a otros tipos celulares. La presencia en estas células
de un canal con potencial de inversién en condiciones fisioldgicas cercano a —45 mV
como el Slo3 (con baja probabilidad de apertura en el reposo) podria ayudar a explicar
el E,, del espermatozoide. Por otro lado, la presencia de un canal altamente selectivo a
K" como el K;;, que solo se abre en condiciones particulares (como incrementos de pH;)
podria influir en los cambios del E, durante la capacitacion y/o la RA donde se sabe el
pH; cambia transitoriamente. Este es el primer reporte donde se documenta, mediante
registros electrofisiologicos, la presencia tanto de un canal tipo Slo3 como de un canal
K;; en las células espermatogénicas del raton. Se reportan también los primeros
resultados que sugieren su posible relevancia funcional en el espermatozoide maduro.
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SUMMARY

To fertilize the egg, the mammalian sperm must complete a maturational process called
capacitation and the acrosome reaction (AR). During capacitation, the sperm membrane
potential hyperpolarizes, in the other hand, in the AR is essential that a depolarization of
the plasmatic membrane happens. In both processes, changes in the membrane potential
 are controlled by the activity of ionic channels present in the membrane of the sperm.
Though exist several evidence of the contribution of K ﬂﬁxes during these events, possibly
due the opém’ng of K* channels; nevertheless, there are no electrophysiologfcal evidences

about the participation of K* channels.

In this work, using patch-clamp recordings obtained from isolated mouse spermatogenic
cells, we documented the presence of two K channels that play a relevant role in hold and

regulate the sperm membrane potential during these events.

Our results show the presence of a K' channel that has a permeability ratio Py./Pxa+ of 5
and is lft_lle sensitive to TEA™. These characteristics make it similar to the cloned charmel
Slo3. In addition, we described a charmel with high selectivity to K that is blocked by
Ba? *. This channel resembles the characteristics of the inwardly rectifying K chanmel
(Ky), furthermore, is regulated by intracellular PH (pH)). Experfnrents in vitro, using
mature sperm, measuring the membrane potential, capacitation and AR,‘ suggest the

presence and participation of the Ky channel in the AR. |

The mouse mature sperm have a relatively positive membrane potential (Em ~ -56 mV),
compared with other cellular types. The presence of a K' channel with a reversal potential
clolsle. fo ~45 mV in physiological conditions (similar to Slo3, which have little open
probability in rest conditions), could be setting the résting potential of sperm. In the other
hand, the high sélective' K* channel, alike the Ky, that only opens in particular conditions
(pHi increments); could be participating in the Em changes during the capacitation and/or -

AR. In both events it is known that there are transiently pH changes.

viii



CONTENIDO

DEDICATORIA
APOYOS AL PROYECTO
AGRADECIMIENTOS
PREFACIO
RESUMEN
SUMMARY
CONTENIDO
1. INTRODUCCION
1) REPRODUCCION
A) FECUNDACION |
" Aspectos especificos de la fecundacién en mamiferos
B) GAMETOS |
Ovulo
Espermatozoide
2) ACTIVACION DEL ESPERMATOZOIDE
A)MADURACION
B) CAPACITACION |
C) REACCION ACROSOMAL
~ Inductores de la reaccion acrosomal

3) FLUJOS IONICOS DURANTE LA ACTIVACION

A) CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE Ca*' Y pH

INTRACELULARES

' 4) CANALES IONICOS |

~ A)ESTRUCTURA Y DIVERSIDAD
B) FISIOLOGIA

X

il

11

Vil
viii
X
12
12
13
14
14
15

17

21
21
22
24
24

26

27
29
31
33



'5) CANALES DEK"
A) ESTRUCTURA Y DIVERSIDAD DE CANALES DE K’
B) SELECTIVIDAD
C) BLOQUEO |
6) CANALES DE K" EN ESPERMATOZOIDE Y CELULAS
ESPERMATOGENICAS |
II. OBJETIVOS
1. MATERIALES Y METODOS
1) OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO
A) CELULAS ESPERMATOGENICAS
B) ESPERMATOZOIDES
2) REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS
A) SOLUCIONES DE REGISTRO
3) BIDENSAYOS In vitro |
A) CAPACITACION
B) REACCION ACROSOMAL
C) MEDICIONES DEL POTENCIAL DE MEMBRANA
IV.RESULTADOS
1) LOS CANALES TIPO S/o3

A) BLOQUEO POR TETRAETILAMONIO Y 4-AMINOPIRIDINAS

2) CANALES RECTIFICADORES TARDIOS
3) CANALES K,
A) PROPIEDADES FUNDAMENTALES
 El K, como determinante de lé corriente
Rectificacién dependiente del Eg
Permeabilidad 2a Rb* y Na*
B) BLOQUEO POR Ba? Y Cs*
C) MECANISMOS DE RECTIFICACION

33

- 35

39
39

41
46
47
47

47

48
49

51

52
52
52
53
56
56

62
66
68

- 68

68
73
75
81



| N
D) MODULACION POR pH INTRACELULAR : - 83
E) EFECTO DEL Ba®" SOBRE ESPERMATOZOIDES MADUROS 86

Efecto de Ba** durante la'capacitaci(')n y la reaccion acrosomal - 86
Efecto de Ba®* sobre el E,, del espermatozoide ' 88
V. DISCUSION , \ 92
1) CANAL DEL TIPO Sio3 | , 95
2) EL CANAL K, 96
3) IMPLICACION FISIOLOGICA DE LOS CANALES S/03 Y K o8
4) PAPEL FISIOLOGICO DE LA HIPERPOLARIZACION DURANTE
- LA CAPACITACION - . S
5) SECUENCIA DE EVENTOS DURANTE LA CAPACITACION Y LA RA 101
VL. CONCLUSIONES | o 104
VIL. PERSPECTIVAS . - ‘ 107
VIIL BIBLIOGRAFIA | 108
IX. ANEXOS - 117
LISTA DE ABREVIATURAS | | 117
ANGLISISMOS - | o
LISTA DE FIGURAS | ‘ 1o

ARTICULO (Publicado en la revista Developmental Biology 2001) - 120

xi



INTRODUCCION

1) REPRODUCCION

La e\}olucién ha llevado a una gran variedad de especies a proliferar haciendo uso de la
rep'roduccién sexual. Para los organisrﬁos, el s.exo con frecuencia significa un gasto
energético enorme eﬁ buscar y cortejér é su pareja. No obstante, un.a vez formada la
‘célula cigoto los genomas de la hembraAy el macho se pueden recombinar entre si sin
mayor dificultad. Los gametos pu‘edén mantener fﬁsidnes compatibles (fecundacion)
mientras se respeten lés barreras 'entre las especies. Por el contrério, la reproduccién
asexual, una estrategia simple de “copia y division”, a primera vista mostraria menos
desorden‘ y mas eficiencia. Nol obstante, la reprqduccién asexual estd lejos de éer el
modo mas representado (Hines y Culotta, 1998), lo que, hg llevado a diversos
investigadores a proponer que el sexo ofrece muchas ventajas evolutivas. Pese a que los
biblogos han desarrollado teorias al respecto sobre las ir_en_tajas que se ganan, en la
actualidad no se tiene una respuesta clara. La mayoria de las teorias sugieren que el
sexo y la recombinacion eliminan mutaciongs perjudiciales y permiten nuevas
combinaciones entre los genes generando variabilidad, que’ da mas oportunidad para

adaptarse mejor a nuevos ambientes (Wuethrich, 1998).
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A) FECUNDACION
La reproduccién sexual se da mediante la fecundacién, que se define como el proceso
de uﬁi(’m .de dos células germinales haploides: el 6vulo y el espemiatozoidé. De este
'modo, cuando ambas células se fusionan el nimero cromosémico se restaura fbnnando _
un évulo fecundado diploide, originando una nueva estruct'uré conocida como zigoto.
Entonces se inicia el desarrollo de un nuevo organismo con las caracteristicas de la
especie que le dio oﬁgen. En el caso de los mamiferos, si la fecundacion falla, tanto el
ovulo como el espermatozoide degeneran rapidamente en él tracto reproductivo

femenino (Wassarman, 1999; 1999b).

Entre los mamiferos, el proceso de uni(’)ﬁ de las células germinales incluye algunos
basos ordenados. Esto se¢ da en el oviducto conl la unién del espermatozdide ala
cublerta externa del dvulo, la zorna pelucida (ZP), y ﬁhalrﬁénte poco tiempo después
con la fusi;’:n de las membranas plasmaticas del ovulo y el espermatozoide. En. este
| proceso se forma una sola célula “activada”, el zigoto. A lo largo del camino, el
espermatozoide desarrolia una e;;ocitosis 'de la vesicula acrosomal que se conoce con el |
| nombre de reaccién acrosomal (RA) ypenetraala ZP. Al ocurrir la fusién con el ovulo,
‘este se activa y se dispara la reaccidn cortical del dvulo, la cual cohsiste én la liberacidn |
de ios granulos corticales por exocitosis modificando de algunal manera la envoltura del

huevo durante la fecundacién (Wassarman, 1999b).
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Aspectos espéci.ﬁcos de la fecundacion en mamiferos
El paso final de la ovogénesis y espermlatogén'esis es preparar al c’wufo y al
espermatozoide, respectivamente, para la fecundacidn. Durante la ovulacion, se
completa el crecimiento de los ovocitps en foliculos antrales que deben llevar a cabo
una “maduracién meidtica”, que los transforma en células no fecundadas listas para
Interactuar con el espermatozoide. Dg forma similar, una vez depositados dentro del
tracto genital femenino, el espermatozoide durante su migracion hacia el encuentro con
el dvulo lleva a cabo un proceso de “capacitacion”, en el cual entre otros cainbios hay
un réarreglo de glicoproteinas de membrana, que lo habilita para unirse al évulo

(Visconti y Kopf, 1998; Wassarman, 1999b; Darszon, et al., 1_999). -

B) GAMETOS
Los gafnetos son las células germinales maduras que poseen un juego de cromosomas
haploides capaces de iniciar la formacidn de un nuevo individuo por fusién con otro
gameto. Estrictamente hablando, el término gameto se aplica -sdlo antés de la
fecundacion (Harper, 1994, Wassarman y Albertini, 1994; Eddy y O’Brién, 1994), Al
momento de la ovulacion, el 6ﬁlo ya sufrio la priméra division meidtica con la
exclusion dell primer cuerpo polar y llega al estado de metafase de la segunda divisién
meiotica, donde se de;tiene hasta que oéurra la activacion. Proceso que se inicia lcuando,
después de penetrar la capa vitelina, el espermatozoide se fusiona con la membrana

plasmatica del ovulo. Los espermatozoides eyaculados son producidos a través de dos

14



divisiones meioticas que dan origen a cuatro espermatozoides a partir de un

~ espermatocito primatio.

Ovulo
En los mamiferos, la ovogénesis se desafrolla tempranamente durante f;l desarrollo fetal
'y en el adulto sexualmente rhaduro. La ovogénesis se injcia con la formacion de células
germinales primordiales que armonicamente se transforman en ovogoﬁias -(de feté),
luego en ovocitos y ﬁnélmente en dvuos (en el adulto). A traves de la vida reproductiva
de los mamiferos, los ovarios contienen un numero limitado de ovocifos no crecidos v
 crecidos detenidos en la primera profa_s,e‘ meiéticﬁ. Sin embargo, 3610 los ovocitos
~ crecidos completamente sufren meiosis y son ovulados durante cada ciclo reproductivo
“(estro). Las gonadotropinas pituitarias controlan él re’ciutamiento de ovocitos crecidos.
El volumen de un ovocito de rat.c')n- se incrementa hasta 300 veces . en la fase de
crecimiento de 2- 6 3 semanas. Este crecimiento del ovocito indica un periodo de
intensa actividad metabélica y refleja también cambios marcados en su ultraestru_ctura
c_ofno el surgimiento de nuevos organelos (granulos corticales, zona pelicida) -

(Wassarman y Albert'ini, 1994).

G!uwprpfeinas de la ZP. La membrana plasméﬁca del 6vulo en los mamiferos estéd
rodeada por la ZP. La ZP del évulo de ratén tiene ~6.2 im de espesor y un contenido
“de ~3.5 ng de proteina. Esta se compone de tres glucoproteinas, llamadas mZP1 (~20

kDa; dimero), mZP2 (~120 kDa) y mZP3 (~83 kDa) (Bleil y Wassarman 1980), las tres

15



se encuentran presentes en ovocitbs maduros de raton. Las glucoproteinas mZP2 y
mZP3, intefactﬁan entre si mediante uniones no.covalentes fbrmahdo filamentos de 14-
15 nm de largo en estructuras repetidas que intgrconecta mZP1. Cada uné de estas
glucoproteinas consiste de un polipéptido unico que esta heterogéneamente glucosilado
con uniones de bligosacé,ridos de los complejbs tipo asparagina— (N-) y serina/treonina-
(O-) (Wassarman y Albertini, 1994). La eliminacion del gene que codifica para mZP3.
por recombinacién homologa en Célu_las progenitoras d.e embrién, aparentemente no
| afecta el fenotipo del ratén macho, sin embérgo, produce infertilidad en. las hembras
(Liv, et al., 1996). Los ovarios de estos animales homozigotos nulos (mZP3™)
~ presentan 6vulos maduros que carecen completamente de ZP, y los ovocitos de hembras
heterocigotos (rnZP3J"’ ’) tienen una ZP signiﬁ‘c&ﬁvamente disminuida en su grosor (~2.7
um) en re]acién con los controles, sin dejar de ser fertiles. Estos resultados son
- congruentes con el pépel estructural propuesto para la mZP3, y también con el modelo
actual de la estructura de ZP l(Wassarman, 1999b). Hoy en dia, es claro que la ZP del
dvulo de una gran variedad de mamiferos, incluyendo los humanos, esta compuesta de
un pequefio nimero de glucoproteinas estrechamente relacionadas (~ 40 % - 90 % de

homologia) con mZP1-mZP3 (Wassarman, 1999b).

mZP3 como receptor del eSpermatozoide. Diversas evidencias experimentales apoyan
la idea de que de las tres glucoproteinas que constituyen la ZP, unicamente la mZP3 se
une a la cabeza del espermatozoide con el acrosoma intacto (~ 10* moléculas de mZP3

por cabeza de espermatozoide). Se ha visto también en ensayos de competencia que a
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concentraciones nanomolares, mZP3 es un inhibidor eﬁcienfe de la unidn del
espermatozoide a los ovulos no fecundados (Florman y Storey, 198‘2;‘M01_‘ti110 y

Wassarman, 1991).

Espermatozoide
El espermatbzpide es el producto final del proceso de gametogénesis en los machos, el
cual ocurre en ios tabulos seminiferos del testiculo. Este proceso implica una serie de
divisiones mitdticas de las espermatogonias (células madre), dos divisiones meidticas
de los espermatocitos, un abundante remodelamiento morfologico de las células '
“espermaticas durante la espermiogénesis y la liberacién de células hacia el lumen de los
: t_ﬁbuios seminiferos por espermiacion (Hecht, 1995)' (ver fig. 1). EI espermatozoide de
mamifero tiene dos componeﬁtes principales: la cabeza y el flagelo o cola, los cuales se
unen en el cuello. La ‘cabeza consiste del acrosoma, el nﬁcleo_, un citbesqueleto de
estructura reducida y un citoplasma de volumen pequefio. El acrosoma esta limitado por
una membrana y contiene enzimas hidroliticas. Este se-locéliia sobre la parte anterior
del nﬁcleo. EI nucleo del espennatozoide'contiene. s6lo un miembro de cada par de
CrOmosomas y el cromosoma esté altamente condensado. El flagelo contiene un
‘axonema central rodeado por fibras densas exte‘fpas que se exﬁenden de la cabeza al
extremo posterior. Ademas, la parte anterior del flagelo contiene una serie de
mitocondrias envuelfas por unas delgadas hélices que rodean las fibras densas y la parte

posterior de la cola consta de una vaina fibrosa rodeando por el exterior a las fibras
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densas. El exterior de dichas fibras y la vaina fibrosa forman el citoesqueleto del flagelo

(Eddy y O'Brien, 1994) (ver Fig. 2).

Estas caracteristicas estructurales.tan especiali.zadas feflejan capacidades ﬁmcioﬁales
ﬁnicés. Asf por ejemplo, las eﬁzimas que contiene el acrosoma son esenciales para la
fecundacidn, y el flagelo contiene la fuente de ehergia y la rhaquiharia necesaria para |
que se de la movilidad. El papel de estos componentes es aségurar que ¢l material
genético presente en el nicleo del espermatozoide llegue al évulo, donde ocurre la
combinacién de los niicleos masculino y femeniﬁo, dando origen al zigoto. En la
mayoria‘ de los vertebrados el crombsoma sexual del nﬁéleo haploide del
esperm.atozoide. es el responsable de determinar el sexo del producto (Eddy y O'Brien,

1994).

Prof.e.invas del espermatozoide involucradas en la union al évulo. Durante los pasados
20 afios, casi dos docenas de proteinas diferentes d_él espermatdzoide se han relacionado
con la unién del espermatozoide al dvulo (se conoceh en su conjunto como EBPs, por
sus siglas en ingles “egg-binding protéins”). En alguﬁos casos estas proteinas se han
c_lonado y secuenciado (B-galactosiltransferasa, Lopez y Shur, 1987, proteina -56 del
espermatozoide, Bookbinder, et al., 1995; zonadhesina? Gao and Garbers, 1998 y
broteina-l? del espermatozoide, Richardson, et al, 1994), e incluso se ha podido
determinar la estructura tridimensionél de algunas de ellas (espermadhesina, Romero, et

al., 1997). De igual manera, en al menos un caso, fue posiblé inactivar el gene que
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itocondrias

FLAGELO

Figura 2. Estructuras generales del espermatozoide de mamifero. La cabeza contiene el
nucleo y el acrosoma. La cabeza del espermatozoide estd unida a la pieza de conexién del .
flagelo. Las otras regiones del flagelo son la pieza media, 1a pieza principal y la pieza
terminal. La pieza media contiene las mitocondrias y la pieza principal a la vaina fibrosa que
envuelve al axonema y las fibras densas externas. Las flechas anchas sefialan vistas de cortes
longitudinales y transversales de la pieza media y un segmento de la vaina fibrosa.
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codifica para las EBPs (B-galactosiltransferasa, Lu and Shur, 1997), y en estos
experimentos se pudo ver que el éxito de fecundacién se disminuye pero no se abate. A
la fecha, ninguna de estas proteinas es considerada como la unica responsable del

reconocimiento del espermatozoide por el huevo. .

2) ACTIVACION DEL ESPERMATOZOIDE

A)Y MADURACISN
La maduracién del espermatozoide se lleva acabo .en el epididimo. Uno de los cambios
que mas se destaca durante la maduracién es la aparicidon de la motilidad,
probablemente debido a cainbios ‘en la activided metabdlica de la mitocondria. Lds
espenhatézoides testicu]afes éon inmoviles o muy poco moviles. La morfologia del
niicleo no cambia pero se produce una estabilizacién de la cromatina debido ala
formacién de puentes d'isu_Ifuro. La membrana _plaémética del espermatozoide es el sitio
“en el cual se producen los mayores cambios. Dufénte su paso por el epididiino se
absorben alggnas de las moléculas, generalmente glucoproteinas, también se producen
modificaciones en las ya preexistentés y se adicionan nuevas a la membrana plasmatica.
Asimismb, se .producen cambios en la compoéicién lipidica de la merﬁbrana, tales como
el aumento en el contenido de clolesterol. Estos cambios en la composicion dé la -

membrana ocurren tanto en la cabeza como en el flagelo (Yanagimachi, 1‘994).
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B) CA;PACITACI(_')N
La'capacitacién es un proceso de maduracion del espermatozoide no niuy bien
caracterizado y que se lleva a cabo en el tracto genital femenino. El prop6sito de este
proceso, como su nombre lo indica, es conferir al espermatozoide maduro la capacidad
- para desarr_ollar la RA inducida por ZP y fecundar al dvulo. Este proceso probabiemente
_ involucra la remocién de factores inhibitorios del espermatozoide acompafiada de
rearreglos y/o modificaciones de lipidos y proteinas de la membrana plasmatica.
_Algﬁnas de estas alteraciones resultan en la fésforilacién de un conjunto de-proteinas‘ en
residuos de tirosina que depende de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc).
También ocurren incrementos én ¢l pH intracelular (pH;) y la conceﬁtracién de Ca**
intracelular ([Ca®"])) (Visconti, ef al'., 1995a y 1995b; Zeng, et al., 1996), ademas de

‘reducirse el contenido de colesterol de la membrana plasmatica.

Mediante el uso de colorantes sensibles a los cambios en el potenciél de. membrana,
Zeng y sus cols. (1996) reportaron que durante la capacitacion se produce una
“hiperpolarizacion en los espermatozoides de toro y de ratén. Esta hiperpolarizacidén no
sé presenta cuando las células estan en un medio ﬁo apto para capacitar. Durante la
capacitaclién se produce un aumento de la permeabilidad al K*, la cual podria ser
responsable al menos de una parte de dicha hipérpolarizacién (Zeng, et al., 1995).
Experimentos in vitro revelaron que incrementos en las concentraciones de K" externo
inhiben la capacitacién en espermatozoides de ratén (ver fig. 3). Se ha propuesto que

este cambio de voltaje es indispensable para que ocurra la RA (Zeng, et al., 1995;
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Figura 3. Efecto de K* externo sobre la capacitacion de espermatozoides de raton. La grafica

muestra sobre el eje de las Y el porcentaje de espermatozoides que desarrollan RA como una-

medida indirecta de la capacitacion, bajo diferentes condiciones. Modificado de Amoult, et,al.
" Proc. Natl.Acad, Sci. 96: 6757, (1999). - '
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Armoult, et al., 1996 y 1999). Asi, la maduracion meiética del ovocito y la capacitacion
del espermatozoide llevan a los gametos ya sea hacia la formacion de un zigoto viable 0

a la degeneracién de las células (Fraser, 1995).

C) REACCION ACROSOMAL

La RA es un proceso de exocitosis regulada, que qonsiste en la 1_iberaci6n del contenido
de una gran vesicula secrétora que se extiende por encima del nicleo en la regién apical

de la cabeza del espermatozoide y que se conoce como acrosoma. Con la ayuda de llas
ehzimas liticas liberadas a partir del acrosoma, el espermatozoide puede .'atrave_zar las -
capas externas del 6vulo y fecundarlo. Morfolégicamente la RA se ve éomo una fusién
entre la membraha acrosofnal y la membrana p’lasméticé en’la region anterior de la
cabeza del espermatozoide. Dicha fusion resulta en la formacién .de. vesiculas hibridas,
exposicién de la membrana acrosomal y liberacion del contenidb acrosomal hacia el

exterior de la célula (Florman y Storey, 1982 y Fraser, 1995) (ver fig. 4 y 8).-

Inductores de ia reaccidn acrosomal
La RA es un proceso regulado por lig_aﬁdos_ especiﬁco's‘del ovulo y/o del tracto gen-ital
femenino en especies que poseen fecundacion interna. Los efectos de estos-lilgandos |
estén mediados por receptores de superficie y proteinas G (por lo menos en los
r-ﬁamiferos). Pese a que se ha propuesto la existencia de diferentes inductores de la RA
actualmente se acepta que ZP3 es el agbnista natural que inicia la RA una vez que se

une a los espermatozoides con el acrosoma-intacto. En experimentos in vitro la mZP3
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Figura d, Electrbmic_rograﬁa de barrido de un espermatozoide de hamster entrando en la Zona
Pelucida. Remanentes acrosomales (flechas) se observan rodeando la pieza media del
espermatozoide. Tomado de Eddy, EM, The phys1ology of reproduction, Knobil, E y Neill, R,
Eds. Raven Press, New York, 1998, p30. ‘
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purificada y glicopeptidos largos de mZP3 inducen RA en espeﬁnatozoides, en contra
parte, glicopeptidos pequefios de mZP3 y mZP3 unida a oligosacaridos se unen al
‘esperma ¢ inhiben su unién al huevo pero no inducen la RA. Por otro lado, se reporto |
que entrecruzamiento de glicopeptidos pequefios de mZP3 unidos al esperma pueden |
inducir en él.la RA. Datos como los anteriores permiten proponer que la induccién de la
RA por la ZP3 puede ée’r dependiente de interacciones multivalentes (Darszon, et al.,

-1996; Vacquier, 1998; Wassarman 1999a).

3) FLUJOS IONICOS DURANTE LA ACTIVACION

Como otras células, los espermatozoides pueden mantener gradientes idnicos a través
de su membrana plasmatica. Asi,' la concentracion de K en el interior del
espermatozoide es alta en comparacién con el exterior donde la concentracion de Na" es
la elevada. Este gradiente se mantieﬁe gracias a la actividad de una K'/Na® ATPasa. De
~acuerdo con Babcock (1983), las concentfaéiones intracelulares de .K+ y Na’ en
espermatozoides (del epididimo caudal) de bovino son aproximadamente 120 y 14 mM,

respectivamente.

Las concentraciones ionicas en el interior y exterior de la célula se mantienen
constantes hasta antes de la capacitacion durante la cual el K* tiende a disminuir y el

Na' a incrementarse en el interior celular. Ademas, durante las primeras dos horas de
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_ capacitacién ocurre un incremento en la actividad de la ATPasa de Na'/K"
(Yanagimachi, 1994). Las concentraciones extracelulares de estos iones cambian en el

trayecto del espermatozoide hacia el epididimo y el tracto genital femenino.

A) CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE Ca® Y EL pH

INTRACELULARES - |
Al igual‘que 1a éxocitosis en células somaéticas, sé, necesitan incrementos en la [Ca*");
‘para riniciar la RA. Una elevacién progresiva en la [Ca®']; se observa cuando el
espermatozoide pasa de no capacitado (5(.)-.100 nM) a capacitédo (125-175nM)
incrementandose aun mas cuando se da la RA inducida por ZP3 (300-500nM)
: (Fl.o_rman, et al., 1998). As‘imismo, los espermatozoides -estimulados muestran una
glevacion transitoria del pH;, de ~6.5 a ~6.8, durante la capacitaciéon (Zeng, e-? al.,
1'996). Por su parte, durante la RA se pueden alcanzar valores de pH; hasta de 7.0
(Florman y Fifst, 1988, Florman, et al., 1992 y Fraser 1993). Cambios de pH; de esta
magnitud pueden ser guﬁcientes para afectar las éoncentracipnes de ihosit01-3,4,5;
trifostato (IP3) y la union a sus receptores y producir por lo tantd,_ la liberacion de Ca**
de los reservorios infracelulares (Amoult, et al., 1996, Florman, et al., 19 98). Se ha
propuesto que un ‘intercambiador anidnico (Na*-Cl‘- HCO;3) y/o alguna via de
transporte atin no caracterizada son los responsables del incremento del pH; (Zeng, et
al., 1996; Garcia y Meizel, 1999). Dado qﬁe incrementos dé AMPc se‘ relacionan con
incrementos de pH,, se cree que l.a alcalinizacion del espermatozoide en réspuesta a lé.

ZP3 puede activar una adenilato ciclasa (AC) dependiente de Ca*‘/calmodulina,
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fosfatasas y cinasas, asi como tirosinas cinasas y varias fosfolipasas (Darszon, et af.,
| 1996; Flofman, et a]., 1998). Sin embargo, recientemente en células es_penn;cltOgénicas,
al 'igual qué_ en espermatozoides maduros de raton, ‘se ha cara;ﬁterizado una IAC soluble
que es estructural, molecular y bioquimicamente distinta a la AC transmembranal que
responde a hormonas. Esta AC soluble, no presenta dominios transmenbré.nales y es
insensible a los moduladores clasicos de las AC transmcﬁlbranales como las proteinés
Gy los Iigandosl del sitio P. La AC soluble se estimula directamente por ionesl de

bicarbonato (Sinclair, et al., 2000 y Chen, et al., 2000).

" Los incrementos de Ca’" observados durante la RA (Florman, ét al., 1998) se han
estudiado extensivamente en sistemas in vitro. El incrémento de la.[Caz‘J'].i que se da
durénte la RA se bloquea mediante el empleo de difere-ntes‘.fénnacc‘)s cuyo blanco de
~accion soﬁ canales d'e‘Ca2+ dependientes de voltaje (Fraser, et al., 1989; i993; Florman,
et al., 1992; Espinosa, et al., 1999). Por otro lado, mediante estrategias dé biologia
mole_:cular se ha identificado la presencia de ARNm y proteinas de diferentes
subunidades ol de canales de Ca’ dependientes de voltaje ‘(_Sefrano, et dl., 1999
Goodwin, ét al., 2000). Estos trabajos y otros, han demostrado la existencia de canales
de Ca” voltaje dependientes en células espermatogénicas y espermatozoides (Santi, et

al.,1996 ; Espinoza, et al., 2000).

Actualmente se acepta que la estimulacion del espermatozoide por la ZP3 activa canales

de Ca® tipo T operados por el voltaje transmembranal. La unién a ZP3 provoca una
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depolafizaci(sn de la membrana del espermatozoide de ~-60mV a ~-30mV, rango de
voltaje én el que activan los canales de Ca2+ tipo T. De este modo, la depolarizacién
podria influir en la apertura de canales de Ca’" y asi en el incremento en la [Ca®*];
requerida en la RA (fig. 5). Por otro lado, se ha propuesto que después de la apertura de
los canales de Cé” tipo T en el espermatozoide, se 'da una liberacién de Caz*. de los
reservorios intracelulares, quiza a través dé uné_ via que ihvolucra al IP; y a sus
receptores (Darszén, et al., 1999;-Florman, et al., 1998); Como conéecuencia de lo
anterior, durante los minutos siguientes a la induccién de la RA se mantiene una entrada.
sostenida de Ca®" a través de canales de Ca™*, del tipo modulado por el vaciamiento de
las reservas intracelulares de Ca®* (SOC, de sus siglas en ingles “stock operating

channels™) (Santi, et al., 1998; O'Ttoole, et al., 2000).

4) CANALES IONICOS

Los canales i6nicos son proteinas importantes ér_x el funcionamiento celular. Ellos se
localizan en la memb'raﬁa plasmatica y en algqnas membranas intracelulares,
permitiendo el paso de ciertos iones de un lado a otro de la membrana. La técniga de
fijacién de voltaje en microareas de membrana (“patch clamp™) ha permitido medir la
actividad de canales individuales o en conjunto. Asimismo, la tecnologia del .ADN_
recombinante estd contribuyendo grandemente a revelar detalles sobre la gran |
diversidad genética de estas proteinas. Recientemente, los estudios de cristalografia y de

transferencia de energfa, han dado lugar a descripciones finas de la estructura de estos
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Figura 5. Modelo de la traduccién de la sefial inducida por la ZP3 en el espermatozoide del
mamifero. La unidn de ZP3 al receptor del espermatozoide (R) inicia una sefial bifurcada. A)
Por un lado, se activa un canal catiénico a través de un mecanismo sensible a Cd**, La**, Ptx
y dihidropiridinas (DHP), determinando una entrada de cationes y una depolarizacion de la
membrana (AE). Esta via de activacion puede reproducirse depolarizando con alto K*
" externo (flecha punteada). B) Una via sensible a Pertusistoxina (Ptx), produciendo
alcalinizacidn intracelular. Esta alcalinizacion puede inducirse experimentalmente con NH,CI
(flecha punteada). Los efectos de Ptx indican la participacion de proteinas G, en este proceso.
Estas dos vias si actian de modo concertado, podrian regular la actividad de los canales de
Ca*, permitiendo la entrada de este ion y el inicio de la RA. La figura indica los sitios en los
cuales la transduccion de la sefial se puede bloquear (flechas con extremo en forma de rombo)
" (Modificado de Arnoult y cols., 1996). S
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canales (Doyle, et al, 1998; Glauner, et al, 1999). A través del uso de estas
' henamieﬁtas expeﬁﬁlentales hemos podido eﬁtender mejor algunas de las propiedades
generales de estas proteinas. Entre ellas se encuentran s alta selectividad, en la mayoria
de los casos para permitir el flujo solo de ciertos ionés, su importante éon‘m’bucién en ia
determinacién del potencial de membrana (E,), su susceptibilidad ai bloqueo por
compuestos orgénicos cargados y/o toxinas, asi como la dependencia' al voltaje v los

mecanismos de apertura y cierre del canal. (Hille, 1992; Aidley y Stanfield 1996).

A) ESTRUCTURA Y DIVERSIDAD
Actualmente se conocen mucho més.t:ipos de canales idnicos de los que originaimente
se habia pensado que existian (Wei, et al., 11996, Coetzeé, et dl., 1999). Esta amblia
diversidad genera problemas para su clasificacién y nomenclatura, por lo cual, s
indispensable revisar cada vez con mayor frecuencia los repbrtes actuales acerca de las

relaciones entre los diferentes canales.

Los canales i6nicos se describen colmﬁnmente en funcién de su selectividad idnica y los
mecanismoé que los abren y los ciefran. Por ejemplo, todas las células excitables
presentan canales éuyﬁ apertura y cierre se regula por. cambios en el voltaje |
transmerr_ibranal, de los cuales existen tres tipos principalés: el pﬁmer grﬁpo incluye a
los canallc.s de K*, canales de Na*, canales de Ca®* y canales de CI" (Catterall, 1988;
Hiile, 1992). Otro grupo de canales consiste de aquellos que se activan directamente por

mensajeros quimicos extracelulares como los neurotransmisores. Estos incluyen, entre
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muchos otros, al receptor de acetilcolina, a los receptores al acido 'y-aminobutirico
(GABA) y al receptor de glicina. Un tercer grupo incluye a todos lols canales modulelldos.
por ligandos intracelulares, taies como el Ca**, el ATP y los nucleétidlos ci.clicos. En
olcasiones‘ estos dos ultimos grupos se combinan péra agruparlos en una sola clase
(canales regulados por ligando o activadoé quimicamente) para diferenciarlos ‘de los .

activados por el voltaje (Hille, 1992).

Con la ayuda de la biologia molecular, se ha ébtenido un numero creciente de
secuencias gendmicas y s¢ ha p‘odido‘ establecer relaciones filogenéticas entfe los
grupos de canales en funcion de sus 'sec'uencia_s (Weti, et a_l., 1996). No obstante, no
todas las secuencias dé aminoacidos de los canales estan relaciona.das.'LQs canales
modulados por ﬁeurotransmisbres, .por ejemplo, estan bastante alejados de los canales
dependientes de voltaje, y muestran poca 0 ninguna similitud en secuencia y estructura.
Sin embargo, los miembros de este gmpo, entre los que destacan los canales activados
por acetilcolina, glicina, GABA y 5-hidroxitriptamina estan claramente relacionados
entre si. No obstante, existen excepciones como por ejemplo, los réceptores a glutamato
que son bastante diferentes del resto de canaies activados por ligandos (Aid]ey y
Stanfield 1996). La superfamilia de proteinas ABC (que contienen un dominio de unioén
al ATP) también forman un grupo distinto, y algunos tienen acti;/idad de canales

i6nicos (Seino, 1999).
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B) FISIOLOGIA
Los canales idnicos participan de ﬁanera_ directa en procesos celulares como la
pe'rcep;:ién sensorial (Fesenko,l et al., 1985), la exocitosis (Alrhers 1990), la contraccion
muscular (Weiss y Magleby, 1992), la conduccién del impulso nervioso (Brady, 1991),
la quimiotaxis (Babcock, ef al., 1992; Cook, et al., 1994)., la fecundacién (Darszon, et
al., 1996, 1999) y otros muchos eventos de la fisiologia celular. La electrofisiologia con
el apoyo de otras disciplinas estudia las proteinas que forman estos canales idnicos, con
la finalidad de entender el papel que desempefian en los diferentes tipos y estadiés
celulares. Al pri_ncipio de la caracterizaci(")n. de esas proteinas, la atencién se centré en
entender como los canales idnicos determinan las propiedades eléctricas de la
membrana celular. Hoy en dia, sin embargo, el interés en ellas se extiende mas alll.é del
estudio biofisico y electroﬁsiolégico.. Estas proteinas SeA ha visto son elementos
fundamentales dentro de ciertas vias de sefializacion durante procesos como la
- activacion' y proliferécic’)n celular. También se han identificado como m-olécﬁlas'
res_ponsables‘ de patologias congénitas o adquiridas. como el caso de desordenes

neuronales y motores (Banatar, 2000).

5) CANALES DE K*

*

Los canales de K son proteinas de membrana que estan presentes tanto en las células

excitables (neuronas, fibras musculares esqueléticas y cardiacas, etc.) como en las que
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no son tipicamente consideradas excitables (células epiteliales, espermatozoides, etc.).
Estos canales juegan un papel fundamental en procesos celulares tan variados como la
excitabilidad celular, la liberacion de neurotransmisores, la secrecion hormonal, la

regulacion del volumen celular o la integracion neural.

De acuerdo con varios autores (Wei, et al, 1996; Coetzee, -e.t al., 1999), se pueden
diferenciér seis .farﬁilias principales de canales de K, estructuralmente relacionados
(subunidad o con 6 segmentos transmembranales): 1) Los canales de K* dependientes
de voltaje, que incluye a los canales shaker y Kvl-4, 2 y 3) los canales de K" de alta y-
baja conductancia activados por Ca>* (Slo y SK, respectivamenté), 4) los canales de K* -
activados por nucleotidos ciclicos por. el lado intracelular y que son asociados a
neurdnas sensoriales. (CNG), 5) Canales de K" rélacionados con canales caracterizados
en mﬁsculd cardiaco, relacionados con el sindrome QT largo, una disfuncién cardiaca
hereditéria (KQT) y 6) Son canales de K" reiacionados témbién ‘con el sindrome QT
largo en corazéﬁ, pero que tienen propiedades de apertura y cierre del canal
depéndientes del voltaje muy distintas a los cldsicos canales dependientes dé voltaje,
inéluye a 10s canales herg y elk, (Eag). Un séptimo grupo estructuralmente distinto a los
anteriéres (subunidad o con 2 segmentés fransmembré.nales), Es el de los canales de K*
rectificadores entrantes (K;,). Esta ultima familia incluye a los canales GIRK (canales

modulados por proteinas G), asi como a los dependientes vy sensibles a ATP.
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A) ZESTR’UCTURAI Y DIVERSIDAD DE CANALES DE K
La Clase estructural de canales de K" de 6 segmentos transmembranaIes constituye el
grupo -maé grande de canales conocido al momento. Amplios estudios sobre su -
.estructura y oligoﬁlerizacién para. constituir al canal funcional se han realizado por
distintos grupos. Los miexﬁbros de esta Clase consisten de una subunidad o altamente
conservada en los dominios hidrofdbicos y regiones amino y carboxilo terminales
citoplasmaticas. L.a regién central de cada subunidad o estd formada por seis dominios
transm.embranales (S1-S6) v un segmento HS entre S5 y $6, que juntos cOnstituyeh el
poro del canal. El segmento S4, contiene un numero considerable de residuos de
| amioacidos cargados positivamente, pér lo cual se le ha involucrado en la regulacién de
la.apertura y-cierre del canal, actuando como wn sensof de voltaje. Los dominios que
participan én la inactivacion se localizan en el amino terminal, el boro y el segmento S6
(Cha, et al., 1999; Glauner, et al., 1999). La figura 6 muestra un modelo de la estructura
molecular de estas proteinas. Los canales de K™ de la Familia Slo, pbseen en el
cérboxilo terminal un dominio de unién al ion Ca2+,'por medio del cual este ion reguia
el mecanismo de apertura y cierre del canal. En los canales del tipo CNG, la secuencia
del carboxilo terminal contiene un sitio posible de unién a nuclef')tidos ciclicos (Rudy,
1988; Tempel, et al., 1988; Stuhmer,_ et al., 1989; Brown, 1993; Salkoff, et al., 1992;

Dolly y Parcej, 1996).

La segunda Clase estructural de la Superfamilia de canales de K’ incluye a los

rectificadores entrantes de 2 segmentos transmembranales y de la cual solo hay una
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Figura 6. Modelo de la estructura de los canales de K* de 6 segmentos transmembranales
modulados por voltaje. A) Diagrama topolégico que muestra el dominio funcional mayor de la
cadena polipeptidica de una subunidad o, con seis probables hélices o transmembranales,
enumeradas del 1 al 6. Cuatro de estas subunidades, cada una con aproximadamente 600 aa, se
ensamblan para formar un poro transmembranal. B) Esquema de la organizacion estructural de
un canal de K* en donde solo se muestran 2 subunidades «. El segmento de 20 aa (mostrado en
rojo), presente en la region que une el segmento 5 y 6, generalmente se extiende a cruzar Ja
membrana como dos cadenas antiparalelas § a la linea del poro como se muestra. La cuarta
hélice a (azul) presenta residuos cargados positivamente en cada tercera posicion, de esto se
deduce que la hélice funciona como un sensor de voltaje de la membrana. En algunos canales
de K*, el dominio amino-terminal estd involucrado en la inactivacién rapida del canal,
mediante un mecanismo de “bola y cadena”.
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Familia representada‘por 7 Subfamilias. Entre ellas se encuentran canales de K' que
puedeﬁ ser regulados por protefnas G, sensibles a ATP, dependientes de ATP, régulados
por_QoItaj'e y nﬁodulédos por pH. La subunidad o de estos canales esta formada por dos;
: segméntos hidrofébicos M1y M2 y una regién que los une entre si (H5), hor'nélogos‘a

los segmentos S5, S6 y el H5 de los canales de K™ del tipo shaker, reSpectivam'enfe.

Asi, los canales rectificadores entrantes y los del tipo Shaker poseen el mismo dis_eﬁo
 basico de la region del poro y se 'sabé qﬁe los miembros de ambas 'Subfamilias se
ensamblan al manéra de. tetrAmeros {Christie, er al., 1990; Isacoff, et al., 1990;
Ruppersbérg, et al., 1990). No obstante, a difer_encia de los canales de K* sensibles al
voltaje (Shaker), el flujo de K.+ a fravés de los canales rectificadores entrantes hacia el
e)gterior de la célula esta limitado.por el bloqueo interno del canal por una particula
aje.na (Mg”" o polliaminas), originando una conductaﬁcia diferencial entre ambos lados
del potencial de cquil_ibrio de K (Eg). Por otro lado, se sabe que los canales de K~
sensibles al ATP estan asociadbs con los receptores de sulfonilurea, una suﬁérfamilia de
protéinas gue presentan un dominio de unién al ATP (Krapivinsky, et al., 1995; Nichols |

y Lopatin, 1997; Choe, et al., 1999; Lu, et al., 1999; Seino, 1999; Minor, et al., 1999).

Los canales rectificadores entrantes pueden pefmitir el paso de la corriente hacia el
exterior y en realidad esa podria ser su funcion principal en la célula. En condiciones
fisiolégicas, el E,, de la célula dificilmente llega a ser mas negativo que el Ey. Debido 2

que dichos canales conducen corriente saliente en el intervalo de voltaje cercano a Eg,
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ellos mantienen el potencial de reposo de la célula cercano al Ey, pero una vez que otras
fuerzas depolarizantes influyen en la c¢lula, el E,, puede cambiar. El intervalo en el cual
estos canales estabilizan el E_, depende de las vias que regulan la apertura y cierre de

- los canales (Hille, 1992; Weessel, et al., 1999).

Otra Clase estru(_:tura'l. de canales de K* es ia de dos poros. Esta engloba una serie de
proteinas recientefnenté clonadas por homologia a partir de una bése de datos de ADN,
. entre las que destacan los canales del tipo TOK], CEK y TWIK. Estos canales.
presentan eﬁ realidad una nueva _érquitectura molecular. La caracteristica que los hace
unicos es la presencia en serie de dos secuencias que forman el poro. La estequionietria
propuesta para este ﬁpo de canales deberia ser de dimero, en virtﬁd de que se requiere la
presencia de cuatro dofninios de poro para formar un c.anal fungidna] lselectivo al ion
K. Interesantemente, la estructura de los canales de doble poro favorece el eflujo de K©

a voltajes menos negativos que el Ex (Medhurst, et al., 2001; Loukin y Saimi,1999).

La familia de la subunidad IsK (MinK) estad compuesta por un solo representante. Se
trata d¢ un polipéptido'_corto de un sélo dominio transmembranal que induce una
activacién muy lenta de corriente de K* cuando se expresa en ovocitos de 'X_enopus

(Suessbrich, ef al., 1999; Yang, et al., 1998).
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B) SELECTIVIDAD

Los estudios de la permeabilidad a las diferentes especies i6nicas con respecto al K7

ponen de manifiesto propiedades similares entre ellos. La mayoria de estos canales

ademds de conducir K™ son permeables a cuatro cationes diferentes: T1*, K*, Rb" y

NH,' (Hille 1992). No obstante, la permeabilidad 2 dichos cationes puede ser ordenes

de magnitud menores que para K'. De este modo, patrones de selectividad pueden

establecerse entre estos iones para un determinado canal ver tabla 1. (Hille 1992; Aidley

y Stanfield, 1996; Doyle, et al., 1998).

TABLA 1. Relacién de permea'bilid:ad ionica, Px/Py, para algunos canales de K+

, RECTIFICADOR  TRANSIENTE | BK
ION RECTIFICADOR TARDIO - ENTRANTE TIPO A K(Ca)
| nodo musculo neurona huevo de Neurona ‘mdsculo |
‘ de rana de rana de caracol  Estrella de mar Caracol de rata
K* 1 1 1 1 1 1
Rb* 0.91 0.95 0.74 0.35 0.73 0.67
Cs* <0.077 <0.11 0.18 <0.03 <0.14 <0.05
Li* <0.018 <0.02 0.08 m——— <0.07 <0.02
Na® <0.010 <0.03 0.07 <0.03 <0.09 <0.01

Modificado de Bertil Hille. lonic channels of excitable membranes. University of Washington. Snauer Assiciates

Inc, Sunderiand, Massachusetts. 1992, 352.

C) BLOQUEO

El empleo de agentes bloqueadores ha sido de gran ayuda en el esclarecimiento de los

mecanismos biofisicos que controlan la actividad de los canales de K*, asf como de las

implicaciones fisiologicas de estos canales en las distintas células en que se presentan, -
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El agente bloqueador mej.Or conocido de los canales de K™ es el ibn Tetraetilamonio
(TEA*) (Stanfield, 1983). Ademas, otros cdmpuestos como los derivados .de amonio
cuaternario son también eficaces bloqueadores 'de los canales de K*. Los experimentos
clasicos de Armstrong.(1971, 1974), utilizando el compuesto trietilamonio (Cy), han

resultadé particularmente valiosos para entender lbs m'ecanismos de bloqueo del canal.
De estos trabajos, quedo claro que el bloqueo por Cy en la parte intérna del canal se da
s0lo una vez que el canal se encuentra abierto. Resultados similares se obtienen con
TEA® Que constituye uno de los bloqueadores mas ampliémente utilizados. Las.
aminopirid.inas, especialmente la 4-amino piridina (4-AP), se unen especificamente a

algunos canales de K* dependientes de voltaje (Dolly y Parcej, 1996).

Ademés de los compuestos inorganicos, también se cuenta con toxinas de naturaleza
peptidica de origen- natural Que bloquean los canales de K™ en el rango de
concentraciones ﬁanomoléres (MacKinnon y Miller, 1988; Dolly.y Parcej, 1996;_
Possani, et al., 2000). En lbé Gltimos afios se' han descubierto en el veneno de varios
animales un numero importante de péptidos que bloquean canales de K™, Estas incluyen
é'la apamina en el veneno de las abejas, a la caribdotoxina (CTX) y a la noxiustoxina
(NTX) en el veneno de los alacranes y a la dendrotoxina (DTX) en la vivora mamba
(Castle, et al., 1989, Gurrola, et al., 1995§_Garcia, et al., 1997, Possani, et al., 1999). La.
CTX y _.la NTX son péptidos pequefios del veneno de los alacranes Leiurus
quinguestriatus y Centruroides noxius, respe_ctivaménte. El primero, bloquea con mayor

afinidad a canales de K activados por Ca** mientras que la NTX tiene mayor afinidad
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sobre canales de K' modulados por voltaje (ver tabla 2). Ambas toxinas pueden unirse

cuando el canal esta abierto o cerrado. La afinidad de estas toxinas por los canales de

K" no es la misma para todos los canales, por ejemplo, CTX tiene una Kd de 3 nM para

Kvl3 pero por arriba de 1 UM para el Kv1.1 y Kv3.1 (Carbone, et dl., 1982; Grissmer,

et al., 1994, Drakopoulou, ef al., 1995).

. TABLA 2. Agentes bloqueadores de canales de K*

CANAL DE K'

BLOQUEADOR

Rectificador
Tardio

Tipo A
K(Ca)
. Kir

K(ATP)

TEA", Cs', H', Ba‘’, Capsaicina,
Noxiustoxina.

TEA&, Pendrotoxina
TEA", Cs', Apamina, Caribdotoxina

2+

TEA®, Cs', Rb’, Na', Ba®*, sx®

TEA*, Cs*, Ba®

Dendrotoxina,

Modificado de Bertil Hille. Ionic-channels of excitable membranes. University of Washington. Snauer Assiciates
- Inc, Sunderland, Massachusetts, 1992, 131,

6) CANALES DE K" EN EL ESPERMATOZOIDE Y EN CELULAS

ESPERMATOGENICAS

Como se menciond al inicio, tanto el erizo de mar como el ratdn se han usado como

modelos para el estudio de la fisiologia del espermatozoide. Las evidencias de la
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- presencia de canales de K en espermatozoides y su posible contribucidn en la fisiologia

de estas células se obtuvieron inicialmente en el erizo de mar.

La primer respuesta observada sobre el potencial de meinbrana en espermatozoides del
erizo Lytechinus pictus expuestos a la gelatina. del huevo (inductor fisiolégico de RA,

en erizo de marj es una hiperpolarizacion transitoria, después de la cual se depolariza la

célula. Esta hiperpolarizécién se inhibe cuando el K* externo se incrementa de 10 a'SQ 4]

40 nﬁM (Gonzélez-Martinei y Darszon, 1987). Un canal altamente selectivo a K* se

caracterizé en estas células y se C(;nsideré responsable de dicha hiperpolarizacidén

(Babcock, ef al., 1992). También se ha registrado la actividad de canales de K™ en
bicapas formadas en la punta de un.microcapila.r_ utilizando vesiculas de memb-ranas de
flagelo de espermatozoide. Se identificaron tres tipos de éanéles de K' con
conductancias de 22, 46 y 88 pS. Dos de ellos se bloquean con TEA™, qué inhibe la RA
en el erizo (Lievano, ef al, '1985). Dado las obsérvaciones anteriores, durante los
dltimos afios se han estudiado los mecanismos por los cuales estas ceélulas pueden
regular l'os_ lﬂujos de K" durante la RA, ypor lo tanto, Ia fecundacion. Se han reponado
- otros canales de K' en S. purpuratus. Un canal de K_+ sensible a monofosfato ‘de
guanosina ciclico (GMPc) se caracterizo fnediante el uso de vesiculas de membrana de
espermatozoide y técnicas de fluorescencia- (Galiﬁdo, et al., 2000). Por otro lado, en
bicap'és planas foﬁnadas a partir de vesiculas de la membrana plasmatica de flagelo, se
registrd un canal catiénico selectivo preferentemente a K. En este trabajo se establecié

‘una relacién de permeabilidad K*/Na* de ~ 5. Este canal es sensible a AMPc pero no a

42



GMPc¢ y concentraciones micromolares de Ba’* en trans lo bloqueaﬁ (Labarca, et al.,
‘ 1996). Posteriormente a partir de erizo de mar dicho éarial se cloné y se documentd due

este es el encargadd de regular las corrientes activadas por hiperpolarizacién conocidas-

como Ih' (corrientes hiperpolaﬁiantgs), caracterizadas ampliamente en célulgs cardiacas‘

(Gauss, et al., 1998).

Por otro lado, en el caso de esper’niatozoides de mamifero existen evidencias de
cambios en el flujo de K* durante la fecundacion (Zeng, et al., 1995; Amoult, et al.,
1996 y 1999). Sin embargo, poco se conoce acerca derlosl canales 16nicos en estas
células. En su trabajo pionero, Hagiwara y Kawa (1984) Iﬁéncionaron la existencia de
‘una corriente.de K" dependiente de voltéje en las _células espermatogénicas de la rata,
cuya amplitud disminuye confonne las células maduran y pasan del estado de
espennatogonié .al de espermatqcito. ‘Dicha corriente es suceptible al bloqueo por
tetraetilamoﬁio TEAJ'.‘y mostro ser iﬁdependi.entle de Ca®** externo (Hagiwara and KaWa,

1984),

_Tiempb después, Kaui;p y sus'colabofadores (1994) reportaron la clonacion (a partir dé
testiculo de onino) y expresion funcional de un rcénal cationico modulado por
nucledtidos ciclicos-. Este canal se registré en vesiculas de membrané de cabezé del
espefmatozoide y directamente en mein_branas de espermatézoide de humano mediante
la técnica de .registro en microareas de membrana (patch-clamp) en su conﬁguracién

inside-out. Este cana] pertenece a la familia de canales catidnicos modulados por
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ﬁucleétidos ciclicos previamente descfitos en células fotoreceptoras y neuronas
olfatorias (Weyand, etal, 1994). En un tercer trabajo se reporto la pfesencié de. canales
anidnicos y catiénicos mediante el uso de bicapas lipidicas artificiales, via fusion, a
partir de preparaciones de membranas dé espermatozoide de rata y humano. La
corriente de K* se blogued con 0.1 mM de TEA™ y la conductancia unitaria que se
midié fue de 24 pS (Chén, et al, 1997). En espermatozoides de ratéh mediante la
'técniéa de ﬁjallciénfde voltaje en bicapas planas, se caracterizaron tres distintos tipos de
canales iénicos. Un canal de Ca®*, un aniénico; y un catiénico, éste ultimo con una-

~ relacion de permeabilidad Py/Py, igual a 2.5 (Labarca, et al., 1995).

Reciéntemer;te, Salkoff v sus colaboradorés (1998) reportéron la clonacién de un canal
de K" a partir de un banco de ADNC de testiculo de raton. Este canal llamado Slo3, a
diferencia de los otros miembros de la familia (S/o, modulados por Ca®"), se modula por
pH; y voltaje, tiene una selectividad para K* (apenas 5 veces'm.a.yor que para Na+)_, y se
bloquea por altas concentraciones de TEA™ (ICso ~50mM) (Schreiber, et al., 1998). Por
ultimo, Pessia y sus colabbradores (1999) identificaron la expresion de ARNm para la
subunidéd o Ky 5.1 de canales de K" rectificadores entrantes, de ‘tes-ticulo de rata.
Ademas, usando un anticuerpo que reconoce un epitope extracelular de K; 5.1,
identificaron su expresion en células espermatogénicas y espgnnatozoides maduros.
Utilizando sistemas de expresion heterdloga, como el de expresién en ovocitoé de
- Xenopus laevis, se observo que el K;; 5.1 es incapaz de dar origen a canales funcionales.

Esto solo se logra mediante la coexpresion de la subunidad o del K, 5.1 con la del K,
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4.1, lo cual permite tener canales funcionales constituidos como’ heterotetrameros

(Salvatore, et al., 1999).

Como puede observarse, el campo de los canales de K' en las células espermatogénicas |
y el espermatozoide maduro permanece poco explorado. De hecho, s6lo en el trabajo de
Hagiwara 'y Kawa (1984) se registraron corrientes directaménté de las células
eépennatogénicas. Asimismo, no se tiene evidencia detallada de la participacion de
alguno de éstos canales en la fisiologia del espermatozoide. No obstante, tal y como lo
veremos mas adelante, muy probablemente algunos de ellos juegém un papel crucial en‘
la ﬁsioldgia del espermatozoide. Demostrar esto, fue parte de los objetivbs del presente

-trabajo.
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I1

OBJETIVOS

GENERAL

Caracterizar los canales de K presentes en células espermatogénicas de ratén y

establecer su posible implicacién fisiologica.

" PARTICULARES -

1.- Optimizar el método de aislamiento de células espermatogénicas de ratdon que

- permita mejorar las condiciones de registros electrofisiologicos en estas células.

2.- Identificar y caracterizar funcionalmente los canales de K" presentes en células
espermatogénicas de raton.
2.1.- Diseﬁar una estrategia experimental que permita disecar las distintas
corrientes de K* en las células espermatogénicas.
2.2.- Caracterizar electrofisiologicamente a los canales de K responsables de las
corrientes registradas en células e'spennatogénicés.
2.3.- Caracterizar farmacoldgicamente los canales de K™ presentes en células

espermatogénicas.

3.- Establecer mediante estrategias experimentales in vitro, el papel ﬁsiblégico de los
canales de K" en el espermatozoide.
3.1.- Conocer la contribucion relativa de los canales de K™ en el estab]ecimiento
del potencial de membrana del espermatozoide.
3.2.- Investigar su papel en el proceso de capacitacion.

3.3.- Investigar su funcion en la reaccién acrosomal.
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m
MATERIALES Y METODOS

1) OB"I‘ENCI(')N DEL MATERIAL BIOLOGICO

A) CELULAS ESPERMATOGENICAS |
Mediante escision quirargica ée obtuvieron los testiculos de ratones adultos de la cepa
CD;I sacriﬁcados‘ por dislocacion cervical, y se colocaron en un medio de disdciacic’m
| friO; que conténia en mM: 130 NaCl; 3 KCl; 2 MgCl,; 0.5 NaH,PO,; 5 HEPES; 10
| Glucosa; pH 7.4, suplementado con DNAasa I (75 U/ml). Después de la rémocién lde la
 tunica albuginea, l0s tubulos semini’feros' se separaroﬁ entre si, mediante el uso de
tijeras y pinzas de punta fina, bajo el microscopio esfereoscépico. A parti;' de ellos, se
- procedié a la obtencién de células (espennétogénicas y simplastos [fusién de un
sincitio, formando una célula polinucleada)) mediante dispersién mecanica, al hacer
pasér los tibulos a través de una pipeta Pasteur. Las células se incubafoﬁ con DNAasa |
(75 U/ml) y tripsina (0.2 mg/ml) durante- 5 minutos a 37 °C en agitacién suave y
constante, y se recuperaron posteriormente por centrifugaci6n 4 minutds a 2500 rpm).
Dgspués de dos lavados con la solucién de disociaéic’)n, la pastilla celular se r_esuspe’ndié
en el medio de registro electrofisiologico y las cél'ulaé se mantuvieron en hielo hasta
antes de usarse. En estas condicidnes las células se mantuvieron. viables al menos 8 h.

La suspension celular asi obtenida consistié en realidad de una poblacidén heterogénea
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- de dos estadios mayoritarios: espennatoéitos en paquiteno y espermatidas redondas.
Estas cclulas se usaron Tutinariamente en los registros electrofisiologicos. Con eéte
proposito, alicuotas de 20 pl de la susbencién '(.:elular se depositaron en una cimara de
regiétro que tenia un volumen final de 250 ul. La cdmara se coiocé posteriormente
sobré la platina de un microscopio invertido y se précedié a- realizar lqs regiétros

electrofisioldgicos tal y como se detalla mas adelante.

'B) ESPERMATOZOIDES
Los espermatozoides madﬁros del epididimo caudal de ratones CD-1 se recolectaron
mecanicamente puncionando. el epididimo expuesto quirﬁrgjcaxﬁente_y se dépositaron
en tubos para m‘icrocentn’fuga de polypropileno de 1.5 ml que contenian 700 ul de
médio 199 (Sigrlna‘ Chemical ‘Co., St Louis) suplementado con BSA (0.4 %
peso/volumen), piruvato _de sodio (30 mg/1) y NaHCO; (4.2 g/l) a 37 °C. Después deé 5-
10 min se determind ¢l nivel de movilidéd por inspeccion visual y las-preparacion'es_ de

células con <75 % de movilidad se descartaron.

Para llevar a cabo la capacitacidn in vitro de_ los espermatozoides extraidos de esta
forma, se emplearon en alicuotas de 300-400 pl de una suspe.:nci‘c’m celular (4-5X10°
CéIulas/ml), en medio 199 suplementado, y se incubaron a 37 °C durante 30 min, para
que se desarrollara la capacitacién. Los espermatozoides se colectaron‘ y usaron en los

ensayos de RA in vitro.
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2) REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS

Las corrientes de K' se registraron de .éc'uerdo a la técnica de fijacion de voltaje en
microdreas de membrana en la co.nﬁgura‘cién de célula completa (whole;cell patch
cldmp) (Hamill, ef al., 1981) (ﬁg. 7). Todos los reéistros se‘realizaron a temperatura
ambienté mediante el uso de un amplificador Axopatéh 200A (Axo_n Instrumen‘ts,
Foster City, CA), y micropipetas de registro fabricﬁdas a partir.d.e tubos capilares de
vidrio de borosilicato en un estirador hofizontal (Sutter Instrument Co., Novato, CA).
Cuando estaban llenas de la solucién de registro, dichas micropipetas pfesentat_ron una
fesistencia de 2-4‘ MQ. El potencial de man{enimiento de las células (HP,' dé SUS si‘glas
en inglés “Holding Potential”) y los protocolos de estimulacion se fijaron dé acuerdo
con ¢l tipo de canales Que se queria registrar. Por ¢jemplo, para los canales Slo3, el
potencial de mantenimiento que se utilizé fue de -90 mV y los pulsos _depqlari_zantes (de
80 a 80 mV con incrementos de 10 mV) de 300 ms de duracién, P.afé el caso de ios
canales K; el potencial de mantenimiento fue de 0 rﬁV y los pulsos tanto
hipefpolarizantes como depolarizantes se aplicaron en pasos de 10 mV (-120 a 50 mV)
a una frecuencia de 0.5 Hz. El diseﬁo y la aplicacién de los protocolos de pulsos, asi
como el almacenamiento y analisis de los détos se realizaron usando el programa
- pCLAMP version 6.0.4_ (Axon Instruments). Los registros dé las corrientes se
capturaron en linea a 5-10 kHz y se filtraron a 2-5 kHz, utilizando una computadora
éonectada a una interfase DigiData 1200 (Axon Instruments). La corriente de fuga se

reété del registro utilizando clampfit (p.CLAMP, Axon Instruments).
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SOBRE LA CELULA
“ON CELL”

Figura 7. Configuraciones de sellos de membrana utilizados en la fijacién de voltaje. Los
registros de corriente a través de canales de una microdrea de membrana puede registrarse ain
cuando el sello se mantenga unido a la célula, como en A, o desprendido de ella comogn B.
Otra opcién es no desprender la pipeta una vez que se ha sellado y hacer presion negativa
suave a la pipeta para propiciar que se rompa la membrana dentro del didmetro de la boca del
capilar y tener de este modo acceso al interior celular, como en C.




* A) SOLUCIONES DE REGISTRO
‘Para registrar las corrientes de K", se emplearon diferentes soluciones en funcién del
objeﬁvo de cada 'efcperim‘ento. En la tabla 3 se presenta una lista de diferentes
soﬁzciohes, a las cuales nos referiremos al describir los registros cfue se presentan en los

resultados de este trabajo.

TABLA 3: COMPOSICION DE LAS SOLUCIONES DE REGISTRO

Soluciones del baiio

SB K-SO; *NMDG" Na-SO; RbOH NaOH KOH KOOCH; pH

I 150 S, 74

1 2 126 —_— e 7.4
mo 2 126 - e e 74
IV 128 --- --= == e - 7.4
v 30 98 --- — - 7.4
VI 60 68 - - - 7.4
VIL - 68 - o 60 74
VI 68 o 60 7.4
X - 68 - 60 - - 7.4
X 75 - 75 8.
X1 75 . -5 6.3
X1 150 ;-5 e 6.3

Todas las soluciones conteﬁian (en mM): 6.5 CaCl,, 1 MgCl, 10 HEPES, 3.3 Glucosa.

*NMDG" = N-Methil-D-Glucamina

51



Soluciones de la pipeta

SP MaCl Tepes  EGTA EDTA K80, KCi pH
I 1 10 s T TR | 7.35
- 10 - 5 120 10 735
1 1 5 5 122 8 7.35

Todas las soluciones conterﬁan (en mM): 20 KF, 2.5 CaCl,. -

3) BIOENSAYOS In Vitro

‘A) CAPACITACION
Los : espermatozoides maduros se resuspendieron (a una densidad de 1-5X10°
células/ml) en 800 Ui de rriedio_comercial 199. Pafa inducir capacitacién el medio se '
suplemento con BSA (0.4 % pes'.o/.vol), piruvato de éodio (30 mg/l), NaHCO; (4.2 g/l) y
s¢ mantuvieron a-37 °C durante 30 min. El indiceljde espermatozoidgs capacitados se
midi¢ indirectamente por s.u capadidad para r,espondér a lé ZP, midiendo RA. En los
experimentos de inhibicidén por Ba*" se égregé 1 mM del catién divalente al medié

capacitante desde el inicio de la incubacidn.

B) REACCION ACROSOMAL
Después de capacitar, s¢ tomaron 40 pl de espermatozoides y se colocaron en tubos }

Eppendorf que contenian e! equivalente en g a 5 ZP/pl suficientes para inducir RA. En
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los experimentos de inhibicién se afadié 1 mM de Ba®™ 5 s antes .de afiadir el ligando y
la RA se indujo mediante una.incubacic’)n de 30 min a 37 °C. Una vez induc_:id'a la RA,
las células se ﬁjafon por 10 min con formaldehido al 10 %. Posteriormente se bafiaron
durante 5 min en 22 % de azul de Coomassie‘ G-250, 50 % metanol y 10 % acido |
acético glacial. Por ultimo los espermatozoides se lavaron con PBS y se montaron 'en_
laminillas. Lols esp_efrnatozoides que presentaron RA, se pudieron distinguir por él
tipico color azul que les confiere la tincidén una vez que han exocitado el acrosoma (fig.

8).

L) MEDICIONES DEL POTENCIAL DE MEMBRANA
Los espermatozo1des capamtados y sin capamtar se resuspendieron (215(10‘5 células/ml}
en un tubo de registro al que se le agregd 3,3 -dipropiltiodicarbocianina, yoduro
(DiSC3(5)),- Molecular probés, Eugene, OR) a una concentracién final de 1 uM. La
fluorescencia se midié con un ﬂuofémetro Hansatech MkII (Norfolk, UK) a una
longimd de onda de 620/670 nm excitacién/emision. En estas condiciones
experimentales, la hiperpolarizacién de la membrana disminuye la intensidad de la
ﬂuorescencia. El registro se inicié despues dé eliminaf el potencial de fnembrana de la
mitocondria con 100 nM del desacoplante carbonil cianida m-clbrofenilhidrazona
(CCCP; Sigmal Chemical Co., St Louis). Los niveles de ﬂuorescenéia del estado
estacionario de la sefial se convirtieron entonces a valores de E,,. Para ello, primero se
midié la ﬂuéreScencia cambiando. las concenttaciongs de X7 extracelulai'r'mediante

adiciones de KCI (1.25 a- 10 mM, concentracion final) en la presencia de 650 nM de
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Figura 8. Tincidn diferencial con azul de Coomassie en espermatozoides reaccionados y no
reaccionados. Fotografia digitalizada de una imagen en microscopia de contraste de fases. La
flecha A muestra la region que corresponde a la posicion del acrosoma en un espermatozoide
no reaccionado; Flecha B indica la region del acrosoma tefido en un espermatozoide que

present6 RA.
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valianicina (Sigma‘Chemical Co., St. Louis). Posteriormente el E, 'se.calculc’). de
acuerdo a la ecuacion de Nernst (Hille, 1992), asumiendo ﬁna concentracion intracelular -
de K* de 120 mM y'que la membrana es un electrodo para K bajo 1a presencia de
valinomicina, un ioﬁéforo selectivo para K*. Bl E, en espermatozoides capacitadds en

presencia de Ba®* también se estimé mediante esta técnica.
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RESULTADOS

Los canales de_. K* presentes en las células-espenﬁa_t’ogénicas de ratén se caracterizaron
mediante el usro‘ de la técnica de ﬁjaciéri de voltaje en la configuracion de célula
completa (fig. 7C).' Medianté esta técnica se Iogré registrar y caracterizar parcialmente
dos tipos de .corrientés saliéntes atribuidas al ion K*. En adelante nos referiremos a estas
corrientes como la corriente del ti'_pol Slo3 y la corriente saliente sensible a‘ TEA™
(pre\lziamehte reportada por Hagiwara y Kawa, 1984). Una breve descripcion de estas

corrientes se presenta a continuacion.

1) LOS CANALES TIPO S/o3

En el presente trabajo se reporta la existencia de un canal de ‘K+ rectificador tardio en
células espermatogénicas. La caracterizacion del canél se documentd con una serie de
experimentos de fijacién de voltaje en la configuracién de célula completa. Las
soluciones usadas fueron: soluci()n.i'nterna con 150 mM de K™ y una solucién externa
con 2 mM de K (tabla 3 SPI y SBII). Un ejemplo de la corriente registrada se preseﬁta

en la figura 9, donde se muestra una familia de corrientes a diferentes voltajes, de rapida
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Figura 9. Corriente de célula completa, tipo Slo3. A) Registros de corriente obtenidos de
células espermatogénicas, el protocolo de voltaje se esquematiza en la parte superior de los
trazos. B) Curva I-V, la corriente se normalizo respecto a la amplitud de la corriente en estado
estacionario al voltaje de 80 mV. Los puntos son el promedio de 5 experimentos
independientes, con su respectiva + DE,
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activaci(')n (T.e=8.6 ms a 60 mV) y no inactivante durante los pulsos y tiempos probados
(;80 a 80 mV y 300 ms). La corriente de la célula es de mayor magnitud conforme se.
incrementan los pulsos en el sentido depolarizante (fig. 9A). En estos registros se
utilizaron soluciones bajas en CI', con la idea de ‘evitar_lal contaminacion de corrientes
de CI previamente reporta.das en estas células (Espinosa, et al., 1999). La figura 9B
muestra una grafica de la amplitud de la corriente con respecto al. voltaje, en estado
estacionario, de los canales tipo Slo3. En esta.'gréﬁca se puede apreciar que el canal se
empieza a activar a voltajes por arriba de —40 mV. Cabe mencionar ‘qu'e de 283

simplastos estudiados solo en el 15% de la poblacion se logré registrar ésta corriente.

‘Como una evidencia de que la corriente salieﬁte que se registrd era dependiente de K7,
* una misma c¢lula se registré usando una solucion externa control que contem’g 2 mM de
Ky .en una que contenia 30 mM de K*. En estas soluciones se disminuyé al ion
mayoritario metanosulfonato de Na’ en la misma concentracion para no afectar sﬁ
osmolaridad. En estos experimentos se pudo apreciar que la amplitud de la corriente
disminuyé con respecto al control, como era de esperarse debido é la disminucién de la

fuerza impulsora al incrementarse la concentracion externa de K™ (fig. 10).

Una forma de determinar cudl es el ion que se estd moviendo a través de un canal es
trabajar con “protocolos de colas” durante los registros electrofisioldgicos. Estos
protocolos cambian la fuerza impulsora stibitamente (por cambios de voltaje) mientras

el canal se encuentra abierto. Esta manipulacion permite ver a que voltaje la corriente
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Figura 10. Efecto del K* externo sobre la corriente del tipo S703. Registros de célula completa
en presencia de 2 y 30 mM de K* externo como se indica, el protocolo de voltaje se
esquematiza en la parte superior del trazo.
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invierte (E,.,, donde el flujo neto de iones es cero). Con este valor experimental de E..,
y sabiendo las concentraciones idnicas dé ias soluciones (interna y externa), se puede
saber mediahte_ la ecuacion de Nernst si la corriente que se registra es atribuible a un
solo idn. Sila cérriente es el producto del flujo de mas de un tipo de ion, entonces con
| la ecuaéié_n general,'del E., de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) se puede saber la
relacion de permeébiﬁdad entre los iohes que se mueven a través del canaI.‘As_i, eﬁ la
figura 11A se mueéf_ra una familia de corrientes obtenidas de un simplasto mediante un
protocolo de colas, el cual se ﬁluestra en la parte superior de la figura. De .este tipo de
registros se partio pafa hacer las curvas corriente voltaje, tomando la amplitud de la
corriente al tiempo cero del cémbio de voltaje. El valor se obtuvo ajustando.u'na
ecuacion exponencial de segundo orden al trazo de la corriente, sin considerar datos al
tiempo en el que.existe una contribucién importante d¢ la corriente capacitiva, y

tomando el valor que se obtiene de la funcién al tiempo cero.

La figura 11B muestra la curva I-V de la cofriente al tiempo cero en el intervalo de
voltaje de interés, y de ella se linﬁere que el E,., es cercano a —46 mV. Este valor esta
alejado del Ex (-96 mV), por lo que se puede concluir que el canal no es del todo
selectivo para el ion K'. El otro ion que podria mo.verse a fraves del‘ canal en nuestras
condiciones experimenta];:s seria el Na', sin embargo, ¢l valor del Ey, (122 mV) teodrico
obtenido se aleja también mucho de E,., experimental. Por esta razon y considerando
que lo.s iones mayoritarios presentes en nuestras soluciones so.n Na" y K" se tomaron las

concentraciones de estos para establecer la relacion de permeabilidad entre ellos,
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Figura 11. Protocolo de colas y potencial de inversion de la corriente del tipo S/o3. Corriente
de célula completa evocada a 80 mV por 90 ms, voltaje en el que se tiene una fraccion
importante de canales abiertos, posteriormente se cambia el voltaje subitamente a distintos
valores lo cual cambia la fuerza electromotriz que mueve al ion responsable de la corriente, el
protocolo se esquematiza en la parte superior del trazo. B) Curva I-V, la amplitud de la
corriente se tomo al inicid del episodio “b”. La linea se ajustd a una recta de la cual se puede
estimar el E, '

inv-
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utilizando la ecuacion de GHK. La relacién de permeabilidad para Py,/Pk resulté ser de

0.2.

A BLOQU.EO. POR ’I‘ET.RAE”_I_"II.,AMONIO Y 4-AMINOPIRIDINA
Los canales de K™ son tipicamente sensibles al bloqueo por TEA® y 4—AP. Estos
comp.uastos.cargados positiiramente sé probéron sobre la coi‘riente_ del tipo Slo3. El
TEA" a 50 mM, concentracion a la cual bloquea el 100 % de 1a mayoria de canales de
K* (Dolly y Parcej , 1996), sdlo bloqueo el 50 % de la corriente (fig. 12, panel superior).
En contraste, ] mM de 4-AP fue suficiente para bloquear la- misma fraccién de la
corriente (fig. 12, p;mel inferior). Estos experimentos sﬁ_gieren que ¢l canal tipo Slo3 es |

més sensible al bloqueo por 4-AP que por TEA™.

| 2) CANALES RECTIFICADORES TARDIOS

En el presente .trabajo, ademas de la corriente descrita anteriormente se registré6 una
segunda corriente salienté en las células espermato.génicas. La curva I-V de esta
corriente ‘(ﬁg. 13) muestra que el canal se empieza a activar a 40 mV., Esta corriente no
presentd inactivacién y tiene una consfante de tiempo de activacion (T, de 21.2 ms- a
60 mV (fig. 13). A continuacion se estudié su sensibilidad al bloqueo externo pdr el
TEA". Los resultados muestran que con 50 mM dé .TEA+ se obtuvo uh bloqueo del 100
% de la cofriente, indiéando que este canal tiene una mayor sensibilidad al TEA" que el

Sio3 (fig. 14). De esta manera, la segunda corriente saliente registrada en las células
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o
200 pA |
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Control
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_ [oetrea

200 pA l -

50 ms

Figura 12. Bloqueo de la corriente tipo $/03 por TEA* y 4AP.-A) Efecto de 50 mM de
- TEA* en la amplitud de la comriente. B) Efecto de 1 mM de 4AP en la amplitud de la
corriente. La coriebte entrante incativante que se observa durante los primeros 50 ms es una
- corriente de Ca®* tipo T. El protocolo de pulsos utilizado se ilustra en la parte superior del
trazo. ' ‘
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Figura 13. Corriente de célula completa a través del canal rectificador tardio. A) Trazos de
corrientes obtenidas de células espermatogénicas, el protocolo de voltaje se esquematiza en
la-parte superior del trazo. B) Curva I-V, la corriente se normalizd respecto a la amplitud de
la corriente en estado estacionario al voltaje de 80 mV. Los puntos son el promedio de 4
experimentos independientes, con su respectiva + DE.



g0 mV

-90 mV

Control

50 mM TEA®

Lavado

Figura 14. Efecto del TEA* sobre el canal rectificador tardio. Registros electrofisiologicos de
célula completa en espermatogénicas de raton, en solucion contro, en presencia de 50 mM de
TEA™ y despues de haber removido el TEA", como se indica en la figura.
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espermatogénicas del ratdn comparte muchas caracteristicas con la corriente de K*
~ registrada en las células espermatogénicas de la rata originalmente descrita por

Hawigara y Kawa (1984), en su trabajo pionero.

3) CANALES K,

En el presente trabajo, ademas de las corrientes salientes, se encontré evidencia de la
presencia de un canal de K* rectiﬁcédor entrante en las c€lulas espermatogénicas del
raton. La caracterizacion de este canal se realizé mediante experimentos de fijacién de
voltaje en lé configuracién de célula completa y en cond.iciolnes equimolares de K* (150
mM). Un ejemplo de la corriente registrada se presenta en la figura 15A, donde se
puede ver que se trata de‘ una corriente de muy rébida activacién, sin inactivacion
aparente a los voltajes y ticmpos probados (-130 mV vy 1800 ms).I Asimismo, la
cérrienfe aumenta en respuesta a pulsos de voltaje liiperpolarizantés mé’ls alejados del Eg
(fig. 15B). Al igual que en los regi‘stros.de la corriente saliente, en este caso témbién se
usaron soluciones equimolares y bajas en CI', para ¢vitar la contaminacion de corrientes

de CI' previamente reportadas (Espinoza, et al., 1998).
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Figura 15. Corriente entrante de K* en células espermatogénicas de ratén. A) Corriente tipica
en respuesta a cambios de voltaje de 10 mV entre -110 y 50 mV iniciando de un potencial de
‘mantenimiento de 0 mV en condiciones equimolares de K* (tabla 3, BSI y PSI). La corriente
que se observa al final del trazo se atribuye a la apertura de canales de Ca’" a 0 mV. La
representacion esquematica del protocolo de voltajes se muestra arriba de los trazos. B) Curva
Corriente-Voltaje. La coiriente estd normalizada a la maxima amplitud (-120 mV). Cada
simbolo representa el promedio y + DE de 9 células, cabe destacar que el voltaje al que
rectifica la corriente coincide con el E.
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A) PROPIEDADES FUNDAMENTALES

El Kex como determinante de la cmfriente

- Para determinar la identidad de la corriénte entrante se desarrollaroﬁ experimentos
en los que se pudiera valorar Ia dependencia a K de esta corriente. El reemplazo
equimolar de K* externo con N-Methil-D-Glucamina (NMDG") o Néf mostré que
ambos éationes son cqnsideral;lemente menos permeables que el KJ’-. La Figura 16A

_muestra trazos de una cofriente tipiéa de célula completa en respuesta a un pulso a —
80 mV a partir de un HP de 0 mV, con una duracién de 1.8 segundos. En presencia
de 128 mM KSO; en ¢l medio-externo, los expérimentos revelan una corriente de

| 'rébida activacién que no se inactiva durante el pulso. El reémplazo de K" por Na+ o
NMDG+ di.sminuye completamente la corriente entrante. La figura 16B compara las

' ampliﬁ;des medias de las corrientes a =110 mV normalizadas por la bapacitancia de

la membrana celular obtenidas en preséncia de X', Na” y NMDG".

Rectificacion dependiente del Ex
Para ‘corrobora'r que la corri'ente registrada en células espérmeﬁogénicas s debia a'la
activacién de canales rectificadores entrantes. selectivos a K*, se realizé una serie de
experimentos de fijacién de voltaje en presencia de diferentes concentraciones de K*
externo (128, 60 y 30 mM; tabla 3 SBIV, V, VI). En estos se mantuvo fija la
concentracién interna de K (150 mM, tabla 3 SPI) y se observé que el potencial de
inversién fue distinto en funcion de la relacién entre las concentraciones interna y

externa de K*. Dicha relacion se ajusta a lo establecido en la ecuacién de Nernst para un
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Figura 16. Dependencia de la corriente al K* externo. A) Efecto sobre la corriente entrante al
sustituir K* por Na* o NMDG" en la solucién externa. El protocolo de voltaje se muestra en la
parte superior del trazo. B) Densidad de la corriente entrante para cada uno de los iones
extracelulares empleados, la barra representa la media de #= 3 y la linea vertical = DE.
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canal altamente selectivo que se comporta como un electrodo especifico para un ion en
particular (fig. 17A). De este modo, se conchuye que el canal I_(ir es dependiente y
altamente selectivo al K*. Los canéies registrados en estas celulas se comportéﬁ como
los clasicos rectificadores entrantes, es decir, a potenciales positivos al B la corriente
saliente es mucho mas pequefia que a voltajes a la izquierda del Eg. La figura 17B
muestré los potenciales de inversién (E;;,) obtenidos experimentalmente en funcién de
- la concentracion externa de K* (circulos abieﬂos). Clafamente, los pu'nt.os se aj’ustan
muy bien a 1a funcion de la ecuacion de Nernst (linea continua). Estos dafos muestran la
alta se'lectividad. del canal por el ion K* y la influéncia del Einy en la rectificacion del

canal.

La curva conductancia voltaje (g-Vj muestra el valqr de la conductancia en funcion del
incremento en el voltaje con respecto al Ex. En la ﬁgura 18A se grafica la curva g—V de
la corrienfé K,,, normalizando a la maxima g (-110mV). Dicha curva se puede describir
bien con una funcién sigmoide de la forma g=Ix/(E-Ex), dondc g es la conductancia, Iy
la corriente del ion en estudio, E el vpltaje de prueba y Ex el potencial de inversion del
ion X. Intéresantemente, en la curva g-V se obsefva que é. voltajes a la derecha d¢1 Ex
| existe una pequefia conductancia de aproximadamente el 9 % de la conductancia total.
Esto ocurre cuando el Eg es cero, es decir en condiciones equimolafes del ion. Con la
idea de investigaf con mas detalle como esta f;aécién se comportaba en funcién del K*
externo y del Eg, a continuacién se analizaron las curvas g-V a tres diferentes

concentraciones de K* externo obtenidas en una misma célula (fig. 18B). En estos
: g
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‘Figura 17. Relacién corriente voltaje del canal K. para 3 diferentes concentraciones de K*
externo. 'A) Curva I-V = del registro en una misma célula en presencia de diferentes
concentraciones de K* externo. En la figura se aprecia el cambio del voltaje al que rectifica
el canal. Los triangulos llenos en el eje X indican el potencial de inversién del ién K* para
las tres diferentes concentraciones utilizadas. B) Correlacion de los potenciales de inversién
con la ecuacion de Nernst. Los circulos representan la media de al menos 5 células con su
respectiva £ DE y la linea continua representa el comportamiento de la ecuacion de Nernst
en funcion de la concentracion de K* externo. Notese que los datos experimentales se
ajustan a la ecuacion. -
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Figura 18. Curva conductacia voltaje del canal K;. A) Curva g-V, los simbolos son el
promedio de 9 células registradas de forma independiente con su respectiva + ES. B) Curvas
£-V de una misma célula, registrada bajo diferentes concentraciones de K* externo. Circulos
128, triangulos 60 y cuadros 30 mM de K, la linea punteada indica los diferentes Ey.
- Obsérvese que existe una fraccion de canales (idicada por las flechas) dispuestos a abrirse a
voltajes aiin a la derecha del Ej.. :
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experimentos cabe resaltar que la conductancia a la derecha del Ey se mantuvo en la
| misma propdrci()n para los tres casos. De manera similar a la curva descrita

anteriormente, las curvas se ajustaron muy Eien a una funcion sigmoide y resultaron

‘paralelas entre ellas. Uno de los pardmetros mas informativos que se obtiene de dichos
- ajustes es 1a V2, que es el voltaje al éual se tiene _Ia mitad de la .conduétancia maxima.
Al graficar la V¥ en funcidn de la [K], se obtiene ﬁﬁa recta de la cual es posible obtener
lﬁ V4 para [K'], dentro del rango fisiolégico (fig. 19A), A partir de dichos parametros
. 8¢ pﬁede simular la curva g-V para una concentracién de 5 mM de K* externo que esta
~ dentro del rango de concentraciones fisiolégicas. Esta simulacién _se.presenta en la
figura IQB mediante una linea punteada y para comparacién se mﬁestra en la misma
grafica los ajustes de los valores experinientales obtenidos para tres distintas
concentraciones cxternas de K* en una misma célula. Al hacer esta simulacion se pudo
observar que Ia fraccidén de canales que‘estén dispuestos a abrirse es mayor que lo que
en nuestras condiciones experimentales observamos. Esto nos permite proponer que al
igual que otros muchos canales de este tipo, su papel en ia célula es permitir 1a salida de
K* dél interior celular, dado que el potencial de rﬁembrana del éspermatozoide esta

siempre a la derecha del Ex en condiciones fisiolégicas.

Permeabilidad a Rb' y Na*
El siguiente paso en la caracterizacion de los canales de K rectificadores entrantes
encontrados en las células espermatogénicas fue investigar su selectividad. Para ello se

recurrid al reemplazo del [K*]e,u con Rb" 0 Na'. Se registraron corrientes de simplastos
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Figura 19. Estimacion de la V' para concentraciones fisiologicas de K* extracelular. A)
Grafica de las V)2 obtenidas experimentaimente con respecto a la concentracion de K*
externo. De esta recta se pudo estimar que para 3 mM de [K*], la V% es de 68.5 mV. B)
Simulacion de la curva g-V para una concentracién de 5 mM de [K*],. Tomando los mismos
parametros obtenidos de los ajustes de los datos experimentales y la V14 que se tomd de la
extrapolacion, se simuld la'g-V (linea punteada). Las lineas continuas son los ajustes de los
datos experimentales obtenidos en diferentes [K*], (simbolos en circulos y tridngulos).
* Obsérvese que la fraccion de canales disponibles a abrirse a voltajes a la derecha del E; en K*
externo fisiologico es mucho mas grande de lo estimado en condiciones experimentales.
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con 150 mM K™ interno y los otros cationes externos tal y como lo muestra la figura
20A. Por su parte, la figura 20B muestra la cur\}a I—V obtenida al substituir -60 mM de
K" por una éantidad igual de Rb* 0 Na". A partir de estos experimentos, las razones de
permezbilidad de Rb" y Na” sobre K" se estimaron usando la ecuacién de Goldman-
Hodgkin-Katz (GHK). -
Ero= (RT)/(2F)) In (PAIAL)/(P3[BL))

Donde R es la constante de los gases; T es la températura en °K; z es igual a la valencia
del ion‘;'. F repres'enta' la constante de Farﬁday; P es la permeabilidad para c.ada.
determinado ion; A'y B, son iones monovalentes.. De esta-ecuacidn se puede despejar la

relacion Po/Pg.

Los .res'u_l_tados d_ell analisis utilizando la ecuacion de GHK muestran valores de Py/Px
de 0.21 y <0.021 para Rb" y Na” respectivamef_:te, los cuales son muy similares a los
repértados para otros canales‘ K;; (ver tabla 1). De esta manera, el patrc’)h de selectividad
que se ob’quO fue: K*> Rb'> Na’. Con base en estas mediciones de selectividad iénica
se pudo establecer que el canal muestra e‘l.mismo patrén de select-ividad'que otros. |
canales de_K* rectificadores entrantes reportados anteriormente (ver tabla 1, Hille',.

1992).

B) BLOQUEO POR Ba™" Y Cs”
Una de las principales caracteristicas de los canales K;; es su susceptibilidad al bloqueo .

por Ba** y Cs™ (ver tabla 2). La figura 21A muestra el efecto de 300 UM de Ba®* o Cs”
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Figura 20. Permeabilidad del canal K, aRb"y Na*. A) Registros de corriente entrante en
presencia de 60 mM de K externo (control, panel superior) o sustituciéon de K™ por Rb* o Na*
panel inferior). B) Curva I-V de las mismas corrientes mostradas en- A obtenidas en solucidon

- control simbolos llenos (tabla 3, solucién BSVII) y soluciones conteniendo Na* o Rb*

simbolos vacios (tabla 3, soluciones BSVIII y BSIX respectivamente).
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Figura 21. Bloqueo del canal K;, por Ba**y Rb*. A) Registros de corriente entrante en
respuesta a pulsos de voltaje desde un potencial de mantenimiento de 0 mV, antes y después

de perfundir con una solucién control (tabla 3, BSI) suplementada con 300pM de Ba** o
Cs”, respectivamente. B) Curva I-V de la amplitud de ia corriente en estado estacionario
obtenida de al menos 3 células como las mostradas en A.
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agregados a la solucion del bafio sobre la corriente de célula completa. En presencia de
Ba”" 0 Cs" externo, la amplitud de la corriente macroscépica se abati completamente a
todos los voltajes probados (fig. 21). La figura 21B resufné los resultadosrobte'nidos en
3 experimentos independientes donde la disminucién de la amplitud de la corriente en
presencia de Ba® o Cs* se graﬁca en funcion del voliaje. Estos 'resultados confirman la
i)resencia en las células espennatdgénicas de un canal K;; con alta sensibilidad tanto a
'Ba®™ como a Cs'. Para evaluar cuantitativamente el grado de bloqueb por el Ba® se
construyo uﬁa curva dosis-respuesta utilizando valores de la corriente medida en el
estado-estacionario a ~90 mV en presencia de diferent.es concentraciones extracelular_es
del ion. Como se ilustra en la figura 22,‘ el ¢fect0 del Ba® es dosis-dependiente y el 100
" 9% del blogueo de. la corriente- se logra ﬁ concentraciones por arriba de 300 puM. Los
datos normalizados s¢ ajustaron a una funcion sigmoide de la forma f=a/(1+exp -({x-
x0)/b)), donde, a= y maxima; 1= corriente total; x= concentraci_(’)n de Ba’* dada; x0=
ICs,; b= factor de pendiente, de do.nde se pudo estimar ﬁna concentracion que bloqﬁéa

la mitad de la corriente (JCs;) es de 15.4 uM.

Por otro-lado, el bloqueo ocasionado por Cs* extracelular también es dependiente de la
concentracién, pero mostré una mayor dependencia al voltaje que para el caso del
blogueo por Ba®*. Bl Cs' tiene mayor afinidad a voltajes menores a —60 mV y bloquea
muy poco é potenciales de membrana mas positivos que —50 mV (fig. 21B). La
dependencia del blogueo por Cs™ al voltaje se puede apreciar al graficar la fraccién

bloqueada de la corriente contra el voltaje de prueba para una concentracion (fig. 23)
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Figura 22. Curva Dosis-Respuesta del bloqueo por Ba?*. Fraccion de la corriente bloqueada
en funcién de la concentracion de Ba?*, los simbolos representan el promedio de 3-7 células
con su respectiva = DE. Los datos se ajustaron a una funcion del tipo f=a/(1+exp-((x-x0)/b))
de la cual se puedo estimar una ICy, de 15.4 uM.
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Figura 23. Bloqueo del canal K, por Cs* es dependiente del voltaje. Fraccion bloqueada del
canal K, respecto al voltaje para 30 y 300 uM de Cs* (A y B, respectivamente). Los

* resultados fueron ajustados a una funcion de Woodhull, que describe el bloqueo dependiente
de voltaje. Los puntos que se grafican son la media de tres experimentos independientes con

su respectiva = DE.
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Los datos experimentales del bloqueo por Cs™ dependiente del voltaje se pueden
describir mediante la funcién de Woodhull (1973) que describe el bloqueo dependiente

de voltaje.

C) MECANISMOS DE .RECTI.FI.C.ACI(')N
L.os mecanismos de r;:cti,ﬁcacién en este tipo de canales se han estudiado ampliamente.
En la literatura se reporta que la rectificacion puede darse por un bloqueé del ganal, del
lado interno, por poliaminas y/o iones de Mg®*. Esto ocurre a voltajes por arriba del EK
El mecanismo de rectificacion de 'rlos canales K; presentes en las células
espennafogériicas se estudié mediante él uso de un pulso muy dépolarizante (100 mV). |
A este voltéje la entidad molecular (Mg“ y/0o poiiaminés) que bloquea el lado interno
del canal propicia la rectificacion. La figura 24 muestra €l resultado del efec;to del Mg
inteno en este bloqueo. Las célu_las espermatogénicas se dializaron con una de dos
soluciones internas (tabla 3 SPI y SPII). La solucion control contenia ImM de Mg2+ en
la forma de M'gClz.‘ La solucion de,.la pipeta que se chsideré como 0 Mg®" no contenia
- este ion y ademés se utilizé el quelante EDTA (eﬂ lugar del EGTA) ya que tiene mayor
afinidad por el Mg®*. Las éélulas -s'e registraron a concentraciones equimolares de.K+.
Todos los registros se comenzaron 2 minutos después de la formacién del sello en la
conﬁguraci(’)n de célula completa ya que a este tiempo se establece el equilibrio entre la
solucién de la pilpeta y ¢l citoplasma celular. La figura 24A muestra una farﬁilia de
corrientes entrantes en presencia de Mg** iﬁterno. El protocolo de pulsos uﬁlizado se

ilustra en la parte superior de los trazos.
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Figura 24 Participacion del Mg?* en la rectificacion del canal K;.. A) Registro de una familia
de corrientes de K* evocada por un protocolo de pulsos tal y como se indica en la parte’
superior del trazo. El registro se obtuvo con una.solucién externa alta en K* (tabla3, BSI) y
una solucion control en la pipeta con ImM de Mg?* (Tabla3, PSI). B) Dos registros
independientes, uno con una solucion en la pipeta que contenia 1mM de Mg?* y otro con una
solucién sin Mg” y 5 mM de EDTA (Tabla3, PSI y PSII respectivamente). Los trazos se
muestran sélo en el voltaje y tiempo de interés (100mV y 40ms respectivamente) en. donde el
proceso de bloqueo por Mg?* interno ocurre. La cinética de la corriente describe el bloqueo
del canal. C) Comportamiento-de la cinética de bloqueo en funcion de la presencia de Mg?*.
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Asi, a voltajes tan depolarizados como 100 mV, la corriente saliente decae muy
rapidamente describiendo el bloqued interno que da la rectificacion. El curso temporal
de esta corriente se describe muy bien por una funcjén exponencial de segundo orden y
se observa que las constantes de tiempo del bloqueo, rapida y lenta (T, ¥ Tien) DO se
modifican en soluciones sin Mg** en éomparacién conla presencia de 1 mM de Mg®*. A
100 mV la 1, es 0.7 0.2 y 0.7+0.3 ms para el control (#=6) y 0 Mg (n=3)
respectivamente. M.ientras que al mismo Voltaje Tien €5 de 7.5 1.4 y 74 £1.7 ms
respectivamente. De forma interesante, la corriente del Ki; no se modifica cuando la
" solucién intracelular no contiene Mg (fig. 24B y C). La figura 24B muestra sélo dos’
trazos en presencia y ausencia de Mg®*, para una mejor c0mparlaci6n.. De este tipo de
'expérimentos se puede concluir que el Mg*" no paréce tener una participacién
‘importante en la rectificacion del canal tal como se a reportado para otros canales K, en
trabajoé sobre mecarismos moleculares de la rectificacion (Hille 1992; Fakler, ef al.,

1996).

D) M()DULAC ION POR pH INTRACELULAR

~ Con 1la idea de investigar la via__ de modulacién de este canal y dado que algunos
miembros de. la superfamilia K;;, son sujetos a niodulacic’)n por cambioé en ¢l pH;, a
continuacidn se estudiaron las corrientes macroscdopicas.de células espermatogénicas en
funcion de cambios en el pH;. La figura 25 muestra la dependencia a pH de los canales
K presentes en las células espermatogéniéas.- Las células se mantuvieron a un HP de 0

mV durante el registro. En estos experimentos el pH de la solucién externa (150 mM
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Figura 25. Regulacion del canal K, por pH;. A) Registros electrofisiologicos del canal K
bajo distintas condiciones de pH intra y extracelular en una misma célula, como se indica en
cada trazo. Los registros se obtuvieron con una solucion en la pipeta baja en HEPES (Tabla3,
PSIII). La célula se perfundid con distintas soluciones externas en el siguiente orden; control
K-MeSO,, pH7.4; K-MeSO;, pH 6.3, KOOCCH,, pH 6.3 y el lavado (Tabla3, BSI, XII, XI, I,
respectivamente). B) Curva I-V de la corriente normalizada a la maxima corriente a =130 mV,
mostrando el promedio de 4-9 experimentos independientes y su £ DE en las diferentes
condiciones como indica la leyenda. '
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KS80O;) se cambid de 7.4 (panel superior izquierdo) a 6.3 por ajuste con MeSO, (panel
superior derecho) y se compararon Jas corrientesl de la célula c.ompleta.
Interesantemente, los 'carﬁbios en ¢l pH, no modificaron la amplitud de .la éorriente (n=
4-7). Por otro lado, se sabe que pueden generarse_modiﬁcaciones en ¢l pH; rﬁediante el
ﬁso de soluciones de acetato de K* permeable a la membrana (Choe, ef al., 1997), ya
que el acetato se distribﬁye por difusion entre el exterior y el interior celular formando
acido apético en ¢l interior de la célula. Para investigar .e.l efecto de pH; sob.fe la
conductancia. macroscopica se decidid entonces utilizar una solucidn en el.baﬁo que
contenia (en mM) 75 de KSO; y 75 de KOOCCH; y se ajusto el pH a 6.3 (con MeSQ,).
El uso de acetato de K permeable en la solucién externa indujo una corﬁpleta
inhibicion de la corriente (panel inferior izquierdo). Dicho efecto se pudo révertir
parcia]ménte :al- lavar con la solucidn control, 150 mM de KSO, (panel -inferior
derecho). Aunque en estos experimentos no fue posible medir directamente el pH,, de-
acuerdo con datos previos de la literatura se puede suponer que el pH; tiende a igualarée‘
al pH.. Las curvas I-V geheradas en estos experimentos se muestran en la figura 25B,
en la cual se comparan los valores de las cofrientes durante una disminucion en el pH,
del baﬁo de 7.4 a 6.3 én presencia o ausencia de acetato (n= 6-9), asi como la
' re;fersi_bilidad del efecto (ver leyenda de la figura). Tomados en su conjunto, estos
resultados sugieren fueﬁemen_te que el canal rectificador entrante registrado en células

| _esper'matogénicas, es sensible al pH; y no al pH..
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E) EFECTO DEL Ba™ SOBRE ESPERMATOZOIDES MADUROS
Efecto de Ba™" durante la capacitacion y la reaccion acrosomal
El potencial de membrana de los espermatozoides se hiperpolariza | durante la
- capacitacion in vitro (de aproximadamente -50 a -8‘0 mV; Amoult, ef al., 1999). Para
‘establecer si ésta hiperpolarizacién se correlaciona con la activacién de canales K, se
analizé el efecto del -BazJr a bajas cdncentracio.nes (300 uM) en el .proceso de
capac'itacién. Sacando ventaja del hecho de que solo los espermatozoides capaéitados_
pueden llevar a cabo la RA en respuesta a la ZP, se midi6 la RA como una forma
indirecta de la capacitacién. La figura 26A fnuestra que solo una frac_ciéﬁ de
aproxi_madarhente 10 % de los espermatozoides incubados en medio carente del |
- inductor ZP sufren RA (RA esﬁontéﬁea) (eéponténea). En comparacion, un porcentaje
significativo de los espermatozoides iﬁcubados en un medio con ZP desarrollan RA
(inducida con. ZP). De forma interesante, el porcentaje de | RA disminuyd
signiﬁcativamentel cuando las células se preincubaron con 300 uM de Ba2+ durante la
~ capacitacién (300uM Ba®* + ZP). Por otro lado, se realizaron experimentos para
discernir si el efecto iﬁhibitorio del Ba** teﬁia lugar durante la caﬁacitacic’m y/o la RA.
Para ello, en una serie inicial de experiméhtos los esﬁermatozoides 'se. dejaron capacitar
por media hora en ausencia de Ba®, y 5 segundos antes de agregar ZP, se suministrd
300 uM de Ba®*. En estos experimentos no se obéervé un efecto del Ba** sobre la RA
(fig. 26 ZP + 300uM Ba®"). De estos experimentos se puede concluir que el efecto del
Ba2" ocurre durante la éapacitac‘ién y no en ¢l proceso de la RA. Comé un control del

efecto especifico del Ba?" sobre la capacitacidn y de la viabilidad celular en presencia -
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Figura 26. Efecto de Ba®* sobre la capacitacion y la RA. Determinacién del % de RA como
medida indirecta de la capacitacion. Los espermatozoides de ratdn fueron incubados en

presencia de ZP durante 30 min'y la RA se midio como se describe en materiales.y métodos.

Las barras representan la RA espontanea Gue ocurre en ausencia y presencia del inductor
fisiologico con o sin Ba?* (300 uM), como se indica. Dos de las muestras se incubaron 30
minutos en presencia de 15 pM ionomicina (iono) solas o en presencia de Ba** como un

control positivo (#=5 y 10 respectivamente). Los datos representan la media + DE de por lo
menos 4 experimentos independientes. El asterisco indica que la diferencia con el control de la

media es estadisticamente significativa.
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~ de Ba™, se realizaron experimentos de RA inducidos por ionomicina, un ionéforo para
Ca® que induce RA de modo independiente a la capacitacion (barra 5 y 6). El efecto del

Ba®* tuvo un 10 % de efecto sobre la RA inducida por el iondforo.

Efecto dle Ba’" sobre el E,, rdel espermatozoide -
.Como alternativa para é.nalizar las consecﬁencias de manipular la corriente del canal K
en los esperrhafozoides durante la cap_acitacién in vitro, se midid el E, utilizando un
fluordforo sensible al voltaje. El E,, de los 'esperrhatozoide.s en reposo que se estimd por |
este método fue de -52 +6 mV (#=10 determinaciones separadas). En comparacion, el
E, de espermat‘ozéides que ya culminaron la capacitacion in vitro resulté mas negativo,
-68 +6 mV (fig. 27) tal y como se habia reportado anterior_mente (Amou‘ld, etal., 1999).
Interesantemente, el E,, de las‘ células capacitadas en presencié de 1 mM de Ba* se
‘mantuvo en valores muy similares a aquellos de células sin'capacitar (-53 7 mV),
sugiriehdo que el bloqueo del canal de K;, por el Ba** dﬁrante la capacitaciéon previene

la hiperpolarizacion de la membrana (Fig. 27).

Se ha .descrito previamente que otros canales de K pueden bloquearse
inespecificamente con altas concen‘traciones de Ba** (Nichols and Lopatin 1997). En las
célulaé espermatogénicas, tal y éomo se ha descrito en el presente trabajo, se han
" registrado dos ,tipos de canales altamente sglectivos a K', por lo que a continuacion se
probo el efecto de imM de Ba®* en ambas corrientes. La figura 28A muestra corrientes

de K de célula completa sobrepuestas, en ausencia o presencia de 1mM de Ba®"
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éxtemo. Aqui se puede ver que la adicidn de Ba2+.a la solucion del bafio reduce de
manera evidente la amplitud de la corriente entrante (trazo _supériof),. pero no la
corriente saliente (trazo inferior). El porcentaje del efecto de Ba®* en éstas corrientes se
comﬁara en la figura 28B. Estos resultados muestran que concentraciones de Ba™ (1
mM) bioqueén completamente la corriente del K (fig. 28) pero no afecté la corriente
éaliente. Por lo tanto de manera secuﬁdaria, estos datos apoyan fuertemente la idea de
que el efecto de Ba™* sobré el potencial de membrana del 'espénnatozoid_e se debe a un

bloqueo de los canales K y no sobre el rectificador tardio.
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Figura 27. Efecto de Bal" sobre la hiperpolarizacion del E, que ocurre durante la
- capacitacion. El cambio del potencial de membrana entre células no capacitadas y capacitadas
se aprecia en la diferencia que existe entre las dos primeras cajas, mientras que el efecto de
Ba?* (ImM) se evidencia al comparar las 2 Gitimas. El asterisco indica que la diferencia de la
media es estadisticamente significativa. '
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Figura 28. Especificidad de Ba?' sobre el canal K;. A) Registros sobrepuestos de la corriente
entrante (panel superior) y saliente (panel inferior) de K* obtenidas de células
espermatogériicas representativas antes y después.de la exposicion a Ba** (ImM). La linea
punteada marca el nivel de cero corriente. Los registros se obtuvieron utilizando el protocolo
de pulsos de voltaje que se ilustra arriba de cada trazo. B) Resumen estadistico de la amplitud
de la corriente de K* en presencia de ImM de Ba?* como en A (n=4).
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| TFSIS CON.
V.| FALLA DE ORIGEN

'DISCUSION

El proceso de fecundacion en los mamiferos es un evento fisiol6gico bastante estudiado.
Pese a ello, muchas de las interrogantes fundamentales continfian sin una respuesta
. deﬁni.tiva. En el presente trabajo se désarrollaron una serie de experimentos que‘
permitieron ayudar a entender como es que proteinas como los canales iGnicos
participan en ciertos Procesos previos indispens_ables ala fe’cundacién,IqUe ocurren.en el

espermatozoide como son la capacitacion y la RA.

El estudio de los canales idnicos en el espermatozoide de mamifero es un campb
relativamente nuevo 'y’ pobremente estudiado. El empleo de técnicas nuevas en la
caracterizacién de dichas proteinas, como la electroﬁsiologia y el uso de marcadores
i_éni-co's. fluorescentes han ayudado en gran medida a la caracterizacion de los canales.
Sin embargo, en el caso particular del espermatozoide de mamifero el uso de.estas
técnicas no ha resultado trivial, debido a su muy particular naturaleza lanatémica y

funcional.

Como alternativa, en 1994 se utilizé la técnica de ﬁjacién de voltaje en la configuracion

“inside-out™ en vesiculas de espermatozoides de bovino y de humano. En ese trabajo se .
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identifico un canal cationico modulado por GMPc. Dicho canal se cloné a partir de un
banco de ADNc de bovino y se expresé en un sistema heterélogo. Actualmente, no
existen evidencias experimentales que permitan establecer su relevancia fisioldgica en

el proceso de la fecundacién (Weyand, et al., 1994).

Una estrategia alternativa para estudiar canalés. en el espermatozoide es el uso de las
células espermatogénicas. Durante la espermatogéne_sis, los dltimos estadios previos al
esprermato'zoide maduro (paquiteno, espermatida redonda y espermaétida condensante)‘
tienden a deshacer_Se de su magquinaria de sinteéis proteica (Gillam, et al., 1979).
Considerando esto, se ha sugerido que las proteinas que requerird el espermatozoide
maduro durante el proceso de fecundacion ya estan presentes en estbs estédios
celulares. Ya que estas células son mas grandes, permiten el usd de técnicas
eIe'ctroﬁsiolégiCas convencionales que pueden dar luz sobre los tipos de canales idnicos
que tendra ¢l espermatozoide maduro. No obstanté, cualquier conclusién derivada del
estudio de las céllu'las espermatogénicas debe validarse con experimentos re-alizadoé
directamente en espermatozoides maduros, como la determinacién del E, capacitacion,

'RA y ensayos de inmuno-deteccidn cuando sea el caso.

En 1984, Hawigara y Kawa registraron por primera vez corrientes idnicas en células
espermatogénicas de rata haciendo uso del “Patch Clamp” en la configuracién de célula
completa. Ellos encontraron dos tipos de corrientes claramente distinguibles entre s,

una de ellas fue una corriente entrante de Ca’*, que en los Gltimos afios se ha venido
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caracterizando en detalle. Sin embargo, de la otra corriente, una corriente entrante de K*

no se sabe mas de lo reportado inicialmente por estos autores.

Por otro lado, algunos estudios in vitro han puesto de manifiesto la importancia det K
durante la capacitacion. Asi, los espermatozoides capacitados en altas concentréciones
de K externo muestran una menor eficiencia de RA (Arnbult, et al., 1999j. Con estos
antecedentes resultabﬁ de suma importancia detérminar hasta donde el flujo del ion K*
es relevante en los procesos de capacitacién .y RA en el espermatbzéide, asi como
cuales son los canales de K" involucrados en este proceso. De este modo, mediante el
uso de la técnica de “Patch Clamp” en la conﬁguraéién de célula completa se inicid una
minuciosa investigacion de los canales de K* presentes en lés células espérmatogénicaé

de raion.

En el pfesente trabajo, ademas del canal previémf;nte reportado por Hawigara y .Kawa
- (1984), se lograron registrar dos tipos de canales riUe_vos de K". En este sentido aqui se
presenta por primera vez la caracterizacién de 2 diferentes canales de K* presentes en
estas cél_ula_s. El canal rectificador tardio previamente reportédo (Hagiwara y Kawa,
1984) se presenté en ~80 % de las celulas registradas y en una baja densidad
(amplitudes de corriente de 30-200 pA/simplasto). La caracterizacion parcial de este

cana] muestra propiedades similares a las previamente descritas (figs. 13 y 14).
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En cuanto a los canales nuevos: 1.- Un canal del tipo S/o3 de alta expresion en algunaé
ce¢lulas (amplitud de corriente de 500 a 3000 .pA/simplasto), ée presento éc’)lo en ~12 %
de los simplastos registrados (ver fig. 9). Los datos mostrados. en esta tesis constituyen
la primera evidencia experimental de la presencia de este tipo dé corriente en las célﬁlas
espermatogénicas del raton. 2.-_E1 canal K, tafnbién’ descrito por primera vez en este

tipo de células y del cual discutiremos en detalle mas adelante.

' CANAL DEL TIPO Slo3
De forma simultanea a nuestro trab'ajo, el grupo de Salkoff en 1998 cloné a partir de un
banco .de ADNC de testiculo de ratén un canal de K* que nombrarop Slo3. Este canal se
caracterizé electrofisiologicamente en un sistema- de expresion heterdlogo, pero no
log'raro.n caracterizarlo directamente en las células. de origen. Los resultados dé su
estudio en ovocito son muy similares a los obtenidos en el presenté trabajo péfa el canal
| del tipo Slo3. Pese a que se pueden realizar algunas especulaciones en relacién con sus
implicaciones fisioldgicas, no éxisfe aun evidencia directa alguna que permita definir
con absoluta certeza‘ el papel fisiologico de este canal. El hecho de que este canal sea
pobremcnte selectivo para K* con respecto a Na* (Py/Pxn,=5/1), permite establecer que
.bajo condiciones i6nicas ﬁsid}égicas ([K']e= 5 mM y [K']=150 mM (Espinosa, et al.,
1995)) el canal de tipo Slo3 permi.tiria el flujo de una corriente idnica con un Ey,., de —
45 mV. De esta manera si una fraccién de estos éanales'estuviesé parcialmente abierta
podﬁa influir signiﬁca_tivamente- en el establecimiento del Em.de reposo llevandolo .

cerca de este E,.,. El E,, del espermatozoide se estima es alrededor de —56 mV, el cual,
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es relativamente positivo en comparacion a otros tipos celulares que oscilan entre -70 y
-100 mV. La presencia y ape;‘tura parcial durante el reposo de un canal S/o3 en el
espermatozoide podria expliqar el valor del potencial de reposo de estas células. No
obstante, se requiere de una mejor caractefizaci(’)n biofisica y farmacologica de este
caﬁaﬂ para tener herramientas que nos permitan establecer su pap_el ﬁsid_légico en el
espermatozoide. Por ejemplo, una vez que se fenga un farmaco especifico para el canal
tipo Slo3 podria determinarse in vitro la contribucién de este canal en el E,, mediahte el

uso de colorantes fluorescentes sensibles a voltaje.

EL CANAL K,

La tercera corriente registrada en las células espermatogénicas del raton corresponde a
~ una del tipo transportada a través de_canales del tipo K, un rectificador entrante. Como
se muestra en lé seccion de Resultados este canal es altamente selectivo pafa K+
(figs.16, 17 ,20), suscepti‘ble al bloqueo por Ba*" (ICs, 15.4 pM) (figs. 21,22 y tabl_a_2)
y modulado positivamente por incrementos de pH; (fig. 25) Cué.ndo se finalizaba la
caracteﬁiacié_n de este canal se publicé un rebor“ce del grupo de Pessia vy sus
colaboradores (1999) en relaciéon con la identi_ﬁ_cacién de un canal K; en células
esperrnafog,énicas y espermatozoide de rata. Dichos autores identificaron a la_subunidad
o K, 5.1 mediante el uso de RT-PCR en las células espermatogénicas y mediante
inmunofluorescencia en las' células cspemiatogénicés y el eSpennatozoide madﬁro _
(Salvatore, ef al.; 1999). Sin embargo,estos autores no pudieron registrar la actividad de

este canal en las células de origen. La subunidad o K;; 5.1 en sistemas de expresién
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heterdloga, ‘sélo puede dar una corriente ﬁmcional cuando se coexpresa como
heterotetramero con la subunidad 4.1. De estos datos, dichos autores concluyeron que el
- ARNm y la proteina dél K; 5.1 esta presénté en las células espermatogénicas y en el
espermatozoide, ademas de que probablemente la exﬁresién funcional de esta subunidad
o re(iuiera de la asdc_iacién con ofra subunidad « de los miembros de la familia Ki. En
su defecto, quiza el homotetramero funcione por algﬁn mecanismo de regulacion que
dependa de otra subunidad accesoria presente ¢n el esp_ennétozoide. De nuestros datos y
los del grupo de Pessia es dificil poder establecer si la corrienté que nosotros
‘_ caracterizamos es producto de una subunidad‘ o 5.1. Por un lado, tanto el
heterotetramero 4.1-5.1 como nuestro canal K;; presentan mayor sensibilidad a Ba® que
a Cs’, pero las cinéticas de activacion son mas lentas en el heterotetramero que las
registradas en el presente trabajo. No obstante, los ensayos .sobre la dependencié lal pH;
del heterotetrérherol 4.1-5.1 ponen en evidenc’ié que la subunidad o 5.1 confiere dicha
se_nsibilidad al canal, ya que el homotetramero de la sﬁbunidéd @ 4.1 es mucho menos |
dependiente del pHi. Sin émbargo, ya que existen evide.ncias de otras su_bunidades o de
(_:anales. Ki que son susceptibles é pHi se abre la posibilidad de que la corriente
registrada en las células eéﬁennatogénicas del raton sea el producto de cualquiera de las
otras subu_nidades gue se sé.be son sensibles a pH; o incluso una nueva. De este modo,
resulta interesante buscar mediante estrategias experimentales de biologia molecular
cual 6 cuales son las subunidades ¢ que son resporisables de la corriente registrada en

este trabajo.
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IMPLICACION FISIOLOGICA DE LOS CANALES Sio3 Y K;;
Los resultados de experimentos in vitro de capacitacién y RA nos permitiran discutir
una posible contribucion fisiologica de los canales Slo3 y K, durante el proceso de

capacitacion,

En .el espermatozoide de los mamiferoé se han caracterizado dos intercambiadores
HCO;/H" bicarbonato/proton farmacolégicamente diferenteé, gue en condiciones de |
reposo ma_nti.e_:nen niveles ‘de pH; bajos (6.4). Tal y como se mencioné con anterioridad,
el potencial de merhbrana del espermatozoide: esth regulado principalmente por la
relacion de permeabilidad entre los canales So3 y K. Con el nivel de pH; relativamente
4cido en el reposo, resulta razonable proponer que la permeabilidad predorninante al K*
estaria dada a través de los: can.ales Slo3 por lo que el potencial tenderia a 45 mV, en
concentraciones ﬁsiblc’)gicas de Na y K* intra y extrlacelulares‘ Sin.emba.lrgo, el
- potencial no tendria que ser igual a 45 mV pues la presencia de otros canales

seguramente estarian influyendo, incluso €l propio K; podria estar participando.

Antes de iniciar la capacitacion, el Klr presenta una baj_a probabilidad de apertura a pH;
de 6.4. No obstante, durante la capacitacion el espert_n_atozdide presénta una serie de
cambios que incluyen incrementos en el pH; (Zeng‘,. et al., 1996) que pueden conducir a
un aumento en la probabilidad de apertura de los canalés K sensibles a pH; (fig. 25 Ay
B) cambiando de este modq la relacién de permeabilidad con respecto Lal Slo3.

Considerando la alta sclectividad del K;, por K7, la apertura de estos canales llevaria al
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E.. a valores cercanos al Ex (-96 mVj. De este modo,r'el .potencial se desplazaria a
valores mas negétivos durante la capacitacion como se ha reportado por Arnoulf, |
(1996). Esta hiﬁerpolaﬁzacién esta documentada extensamente en la literatura, sin
“embargo, ﬁo se conocia la enfidad. molecular responsable y como se regula. En este
trabajo se pudo demostrar que dicha hiperpolarizacion es en gran parte causada por la

apertura de los canales K, (ver fig. 27).

Nuestros resultados también rrio_straron qué' 300 uM Ba** Bloquea al canal K
previniendo la hiperpolarizacion generada durante la capacitacion (fig. 27). De este
| modo se puede sugerir una implicacion Flirecta del canal K;; en la hiperpolarizacion que
ocurre durante la capacitacion, también desde luego en funcién de su alta selectividad
para K™ (figs. 16, 17 y 20). Considerando el heqho de qué ¢l pH; regula al canal, resulta
razonable pénsar entonces que el incremento de pH citoplgsmico es un prerequisito para
que la hiperpolarizacion sede durante 1a capacitacién. Sin embargo, es necesario realizar

‘experimentos adicionales para corroborar o descartar esta propuesta.

PAPEL FISIOLOGICO DE LA HIPERPOLARIZACI()N DURANTE
LA CAPACITACION

La relevancia funcional de la hiperpolarizacién que ocurre durante la capacitacién es
motivo de amplias discusiones en diversos trabajos (Zeng, et al., 1995; Visconti, ef al.,
1995). La mayoria de dichos trabajos apuntan a quella depolarizacion remueve la

inactivacion de los canales de Cél2+ del tipo T dej_éndolos disponibles para que se abran.
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Una de las caracteristicas de estos canales es que a potenciales positivos entran en un
estado inactivo a partir del cual no se ﬁued‘eﬁ activar. La forma para quitar dicha
_inactivacion es mediante una hiperpolarizacién previa ‘a la depolarizﬁci()n que los abrira
(Lievano, et al., 1996; Espinosa, et al., 2000). En. el caso del esperrnatozoidé del-
mamifero, en el potencial de reposo menos dél 20% de .los canales de Ca™ estan
disponibles para abrirse por depolarizéciones (Santi, et al., 1996). Asi, un potencial de
TEPOSO relétivam_ente positivo asegura la inhabilitacién de los canales de Ca’ tipo T,
por tanto, una baja permeabilidad de Ca®™ a través de estos en el reposo. Por el
contrario, una hiperpolarizécién previa a la RA, como ocurre en la'capacitacién, habilita
.y deja disponibles a més del 90% de los canalés tipo T para abrirs‘e durante la RA.
Cémo se modula la apertura de los canales de Ca?” durante laRA, es un -t,ema en el cual
aun hay muchas pfeguntaé por contestar. Existen datos que sugieren que el canal puede
ser sujeto a2 modulacion por fosforilacion, albumina y calmodulina (Amoult, et al.,
1997, Espinosa, et al., 2000; Loépez-Gonzalez, et al., 2001). Estas observaciones
podn'aﬁ sugerir que la apertura de los canalés de Ca** durante la RA no solo depende de
la depolarizacidn, sino que podria estar sujeta a otras vias de regulacién. Sin embargo,
los datos al momento son debatibles por lo que hay un arduo trabajo que realizar en este |

sentido.

El presente trabajo proporciona evidencia experimental que demuestra que la

hiperpdlarizacién es previa e indispensable a la RA y que probablemente se genera por
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un incremento en la permeabilidad a K' a través de canales K; modulados

positivamente por un aumento de pH; que ocurren durante la capacitacion (ver fig. 29).

SECUENCIA DE EVENTOS DURANTE LA CAPACITACION Y LA

RA

. Co_n bése en los resultados del presente trabajo, en la 'ﬁgura 29 se.mﬁestra un esquema
de eventos que proponemos podrian ocurrir duranterla éapaci_tacién y. la RA. Ademas se
sugiere cOmo | los canales K; podrian participar directamente en el prOcesé de la
capacitacion e nfluir sobre la RA. Esta figura muestra algunas de las moléculas
involucradas en la capacitaéi(’)n y la RA, asf como los pasos secuenciales que

" probablemente se dan durante estos procesos.

Al inicio de la capacitacion se da un cambio en la actividad de los iﬁteréambiadores
HCO{[H”; asi mediante la salida de H' se produce una alcalinizacién de la célula
incrementando la aﬁertura del éanal K;. Al abrirse este can31 se genera una salida del
ion K hacia el exterior de lalcélula y por consiguiente una hiperp_éla:izacién celular.l
Dicha hiperpolarizacién removeria la inactivacion de los canales T, dejandolos |
habilitados para abrirse plolr algiin estimulo. Esta cascada de éventos_ se representa en el
panel A de la figura 29 y se documenta con la figura superior de dicho panel, en la que
se muéstran los cambios de pH; y E, que se han repo_rtados en la literatura (Zeng, et al.l,-

1996; Armoult, et al., 1996). El cambio de estos parametros intracelulares se
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normalizado al maximo efecto obtenido en la célula a los 120 min de iniciada la

capacitacion.

El paneI B muestré la cascada de eventos que se‘lleva acabo en ¢l espermatozoide una |
vez que se a capacitado y que és expuesto a ZP. Cuando el receptor de membrana de ZP
entra en contacto con su ligando, el espermatozoide inicia la RA. Mediante una via no
bien establecida este receptor regula la apertura cie los canales de Ca®' tipo. T,
generarid_o incrementos en las [Ca*]; libres en el citoplasma. Dicha entrada de Ca2+ es
indispensable se lleve acabo para que la célula pueda desarrollar exocitosis acrosomal y
poder penetrar la ZP y fecundar al 6vulo. En la parte superior‘ del panel B, se documen_ta
la entrada de Ca’ durante la RA mostrando un trazo en el Que se mide [Ca™]); en una

sola c€lula, mediante un marcador. fluorescente para este ion (O'Toole, et al., 2000).

De esta forma, se pueder sugerir que la preéencia de un canal de K* como el K; en
células espermatogénicas resulta de gran ilﬁpbrtancia para ¢l espermatozoide durante
los procesos de Capacitacion y RA. Cémbios en el p_otenciél de membrana durante estos
eventos son importantes y pueden estar modulados o influenciados significativamente

por el flujo de K a través de este tipo de canales.
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Figura 29. Modelo de la implicacién funcional del canal K, modulado por pH, durante la capacitacion
y laRA. A) Cascada de eventos que podrian darse durante la capacitacion.B) Cambios de Ca?* durante
fa RA, una vez se ha unido la ZP a su receptor en la membrana del espermatozoide.
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VI

CONCLUSIONES

Como se menciond en los antecedentes el espermatozoide debe pasar por un proceso de
maduracion lamado capacitacién que lo habilita para llevar a cabo la reaccién
acrosomal (RA)' y fecundar con éxito al (’wulp‘. En ambos procesos existen cambios en
los niveles de segundos mensajeros y en la regulacién de los flujos idnicos. En la
capacitacién destacé una hiperpol_arizacién del pétencial de membrana (E,) v un
aumento en el pH infracelular (pHi); En la RA por su parte, se da una entrada de Ca**
rapida y transitoria, mﬁy probablemente a través dé canales de Ca’" sensibles a voltaje
del tipo T, seguida de una entrada de Ca®* lenta y continua que probablemente se deba a |
una cdrriente_a‘través de otro tipo de canales conocidos como canales operados .por el
vaciamiento de los almacenes intracelulares de Ca®* (SOC, por sus siglas en inglés) o
también llamados simpleménte canales capacitativos (Q‘Toole, et al., 2000). D-e lo
anterior €s impértante resalfar que la(s) entidad(es) molecular(es) que regula(n) la
hiperpolarizaci.c’)n durante la capacitacién no se conocen, y que tampoco eéfé claro el
_ mecanisrﬁo por €l cual la célﬁla se depolariza durante la RA para abrir los canales de. |
| Ca*” tipo T. Estos canales se encuentran en su mayoria en un estado inactivo al

potencial de reposo de la célula y dependen de una hiperpolarizacion para poder salir de
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ese estado refractario y pasar a un nuevo estado cerrado disponible para activarse en

respuesta a la depolarizacion de la membrana.

En el presente trabajo se presentan evidencias ekperimenta_les de la presencia de un
canal de K* rectificador entrante (K;), de alta selectividad al ion K', y con baja
probabilidad de apertura tanto a los ni{/eles de pH; en el 'fepos'o (~ 6.5). Durante la
capacttacion el pH; se incrementa en ~ (0.2 unidades, lo cual puede auméntar_
'signiﬁéativamenfe la probabiiidad de apertura del canal K;; peﬁnitiendo la salida de Kfl
en fu_i’icién de su gradiente electroquimico, dando como consecuencia una
hiperpolarizacién dependiente de pH,. _Esta hiperpolariiacién seria suficiente para quitar
la inactivacién de los canales de Ca” tipo T y dejarlos disponibles para' abrirse en
respuesta a una depolarizacion subsecuente. Durante la RA inducida por el agonista
ﬁsiolf)giéo (zona pellucida, ZP) se produée una depolarizacion suficientemente alta
como para activar los canales de Ca*" del tipo T. Esta depolarizacion podria darse por
“un cierre de los canales K, que océsionan’a que el potencial de membrana {(que pﬁede
ilegar a valores tan negativos como fSO' mV durante la capacitacion) tendier_é al
potencial de reposo, voltaje suficiente para activar una frécdic’m impoﬁante de canales
de Ca®*. Una posibilidad alternativa, seria que la apertura de cémales del tipo Slo3 (pocé
selectivos a .KJr respecto a Na+) podria llevar el potencial de membrana al potencial
inversion de la corriente que se rﬁueve a través de elios (~ -45_mV), con la consecuénte

activacién de los canales de Ca**.
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De este modo se puede concluir que los canales del tipo Slo3 y K; son piezas de suma
importancia en la ﬁsiologia del espermatozoide. Ambos tipos de canales podrian
contribuir de mané_ra muy importante al establecimiento del .Em en estas células c_lurante.
los diferentes estadios. La contribucién de cada uno-de ellos al potencial de membrana
~ bajo ciertas condiciones ﬁsio]égiéas podria determinar Su paﬁicipacién en la
‘hiperpolarizacién que acOmpafia el pfoceso de capaéitaciéh, y controlar asi el
éomportamiento de los canales de Ca’" cuya activacion parece ser un rcquisito
indispensable para el desarrollo de la RA. Ademds, existe Alar posibilidad de la
participacion de estos canales en otros procesos de maduracion del espermatozoide
como la espenﬁatogénesis, as{ como en eventos postefiores en la fecundacion como la

fusidn de los gametos.
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VII

PERSPECTIVAS

Caracterizar con mayor detalle las propiedades biofisicas y farmacolégicas de los

* dos nuevos tipos de canales de K identificados en las células espermatogénicas del

2)

3)

4)

5).

ratén. Esto permitira definir la fisiologia de cada uno de ellos en experimentos in
vitro de capaCitacién yla RA. . |

Investigar los mecanismos _de regulacion de los canales de K'. Estudiando
principalmente niveles de fosfqrilagi(’)n y modulaéién'por segundos. mensajeros.
Determinar la(s) via(s) de modulacién de estos canales resulta de suma irﬁpdrtahcia.

Esto permitird ubicarlos en un contexto global en las cascadas de sefializacion que

- se llevan a cabo en el espermatozoide durante su tarea de fecundar al évulo.

Identiﬁcar la naturaleza molecular de estos -canales, mediante herramientas de
bioldgia molecular y bioquimicas como la iﬁmunocitoquimiga. Esto permitira
conocer acerca de la variabilidad de estas proteinas, asi cbmo de las diversas vias
que pueden modular a estos canals_ss.

Detenninar Ia participacion de estos canales en otros eventos fisiolégicos.

Fundamentalmente su contribucién durante la espermatogénesis.
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ANEXOS

LISTA DE ABREVIATURAS
A Amper
ABC Grupo de proteinas con una secuencia consenso de union a ATP
AC Adenilato Ciclasa
ADNc Acido Desoxinucleico Complementarlo
AMPc Adenosina Monofosfato Ciclico
- ARNm Acido Ribonucleico Mensajero
ATP Adenosina Trifosfato
BSA Albumina de Suero Bovino
Co Trietilamonio
CCCP Carbonil Cianida m-Clorofenithidrazona
Cols Colaboradores
CTX Caribdotoxina
DE Desviacion estandar
DHP - Dihidropiridinas
- DiSCs(5) 3,3 -dipropiltiodicarbocianina, yoduro
DNA Acido Desoxinucleico :
DTX Dendrotoxina
EBPs - Proteinas de Union al Huevo
EDTA Etilendinitrilotetracetato Disodico
EGTA Etilen Glicol- bis((]-Aminoetil Eter) N,N,N>,N’- Amdo tetraacetico
Eiw Potencial de Inversion
Ex Potencial de Equilibrio del X*
- E, Potencial de Membrana '
Ena Potencial de Inversion de Na”
E.. Potencial Reverso de la Corriente
ES Error Estandard
fig. Figura
g Conductancia
g Gramo ‘
GABA Acido y-aminobutirico
GMPc 'Guanosina Monofosfato Ciclico
h Horas
HEPES N-[2-Hidroxietil}piperazina-N’- [A01d0 2-etanosulfonico]
HP Potencial de Mantenimiento (“Holding Potential”)
Hz Hertz _
I Corriente Ampers
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ICs0

TEA™

VY%
Vol
ZpP

Tact

‘Cblo
[Ca*

Kk
4-AP

I

Concentracion molar necesaria para producnr Ja mitad del efecto
Corrientes hiperpolarizantes

Inositol-3,4,5-Trifosfato

Constante de afinidad

K" Externo
- litro

Metro

Molar

Minutos

Numero de Muestras

N-Metil-D-Glucamina

Noxiustoxina

Grados Centigrados

Ohm :

Solucion Amortiguadora de Fosfatos

Logaritmo negativo de la concentracion de hidrégeno

- pH extracelular
" pH intracelular

Permeabilidad para K*
Permeabilidad para Na*

- Pertusistoxina

Reaccion Acrosomal
Revoluciones por Minuto
Transcripcion Reversa Acoplada a la Reaccién en Cadena de la

Polimerasa

Segundos

‘Siemen

Solucion del Bafio

Canales operados por el vacnam1ento de las reservas de Ca®" intracelulares
Solucion de la Pipeta

Tetraetilamonio

" Unidades

Volts -

Voltaje al cual se tiene la mitad de la conductancia
Volumen

Zona Pelucida

Constante de Tiempo de la Activacion

Constante de T;empo del Bloqueo

Concentracién de Ca®" Intracelular

Concentracién de K* Externo

4-Aminopiridina
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ANGLISISMOS

~Patch Clamp Fijacion de voltaje en microareas de membrana

Inside-Out El interior celular viendo hacia la solucién del bafio
Inside-In El interior celular viendo hacia la solucion de la pipeta
Whole-Cell - Célula Completa : :

Holding Potential ~ Potencial de Mantenimiento
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