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RESUMEN 

La fb9ión de~• un &n6nwno flüol68ico de.,.... importwia en la natunleza. 

Este &l16nw10 oc:urn tanto dentro de la ~a diftlralt• nhlele9. como adre céluiaa. Ejemplo• 

de lo anterior son : la libenlción 8in6ptic:a de ~ la exoeito8ia de enzimas 

dipativu. la reacción acroaomal (llA) del eapennatoZOide. ui como la &c:undamón. 

En este b'llbllio continumnoa el estudio de la ~ de canales iónicoa a bic:apas 

lipidic:u pi--. ~e de ...,.nnato20idn completos de ratón,, (69). Eata eatl'atepa 

~ no• permitió eatudim' alpnoa de loa &et- que • nqui- pua que el 

espermatozoide ae fb8ione a una bicapa lipidica, e iclentitlcu alpnoa de aua canales iónic:oa. 

Se probaron eapermatozoidea en ~ de alta. media. bid• y muy ~· RA. (78 * 9 

%) n - •7. (46 * 6 %). n - 13, (26 * 5 %), n - 19 y (I• * • %) n - 6 1eapectivmnente. La RA ae 

indujo con 15 µM del ionóforo de Ca,. A23187, y ae realizaron loa controles apropiado• con el 

ionófbro. 

Para la incorporación eficiente de canalea ea cletenninllllte que loa espermatozoides: 1) 

hayan experimmltado la RA. 2) eatm a una concenuación 1-3 x 10- cBuJaa por mi. y en menor 

medida 3) que tenpn una movilidad > 12 %. Se comipió el 91 % de efectividad en .. 
incorporación de canales de loa espermatozoides con alta RA. el 75 % en loa de media. el 44 % 

en loa de ~· y aólo el 17% en loa de muy bl¡ja llA. La ~ • obtuvo dentro de 101 

pmr-oa 60 min deapuéa de lulber' iniciado el experimento. puando este tiempo ya no hubo 

incorporación. 

Durante loa experimentos se IOllJÓ la incolponlci6n princi.,.i-te de c:analea catiónicoa 

con pobre aeleemlidad adre ~ monovalentea y un canal de Ca,. de concluc:tancia alta (333 

pS) pobreawte aelectivo. Elle último ea vo~ dependiente y.,.._.. por lo .-.os 5 

subeltlldoa a vo~ea neptivoa. Se abre ~· y ae va reh!jando hacia los aubeatadoa de 

menor conduc:tancia. n - 2 . Se detectó un canal catiónico de alta c:onduetancia (164 * JO pS). 

con por lo~· 3 1Ubeltado1 que ae bloqueó~ coa 60 ~de IUl en el lado tran• 
de la bic:as-. n - 3 . Loa canales no aeleetivoa para catioMa illOllOYillente fbmon de 96 z 5 pS, n 

- 3; 33 z l pS. n - 3; y 21 pS. n - 2 . 



L- INTRODUCCIÓN : 

La f"eeundKión ea un proeno tuc:iftante de reproducción univeruJ. y ocurre en 

oraaniuno• ftl~e muy diatantn. tanto en equinodenno• como en mamíf'ero•. E• muy 

probable que la f"ecundación - uno de lo• evento• de fusión celular mú dramiatico• en la 

natul'llleza (4). Para pods tKundar al ó\IUlo. el espermatozoide de mamíf'ero debe experimentar 

alauno• eventos previo• como son: la c•pacitación (cambios en el metmboliamo y en la 

composición lipidica y protéica de la membrana); y la reacción acrosomal (RA) (fusión de la 

membrana acrosomal externa con la plurnitica (4. S, 6 y 20). Estos eventos clave para la 

fecundación M tratarin más a fondo posteriormente. 

Existen eventos de transducción de aeftaln entre los gametos en loa que los canales iónico• 

tienen un papel clave. E• imponante comprender lo• mecanismos mediante los cuales liaanclo• del 

óvulo orquestan y reauJan a loa canaln iónicos del espermatozoide alterando su movilidad y 

produciendo la RA. 

En humano• la causa mú frecuente de inf"enilidad se atribuye a un mal funcionamiento del 

espermatozoide. El conocimiento de lo• canaln iónicos de esta célula podria ayudar a rnolver 

alauno• de esto• problemas. Por otro lado también podría aenerar mejorn eatrategiu 

anticonc:eptivu. 

La f"ecundación en mamifin"o• ea aún un campo abieno a la investigación. Lo anterior M 

debe en pane a que n dificil reproducir "in vitro", lu condiciones fisiolóaicu interna del tracto 

aenital femenino. Ademám, alguno• mecanismos previos a la f"ecundación no se conocen bien (i.e.: 

la capacitación). Por otro lado el espermatozoide n pequefto. de forma elongada, con una cabeza 

de alrededor de 1-5 11m de diámetro, sqpín la especie, lo que hace dificil su caracterización 

electrofisiológica. 

Ll).- LOS GAMETOS: 

a).- El capennatozojdc 

El espermatozoide es el producto final de la aametogénesis en el macho. Es una célula 

muy especializada cuya fianción es encontrar al óvulo para fusionarse y depositar ahi su 

inf"ormación aenécica. La espermuoaéneai• ocurre dentro de los Cúbulos seminiferos del teaticulo 
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y colUi•e en varia clivimiones mitóticu de lu células tallo (espennatoaonias); y dos divisiones 

meióticu de los espemwtoeitoa (13 y 40). 

El espermatozoide de mmnifero .-. f"onnado por la cabeza y la cola o tlaaelo. (Fia 1-B). 

i.. _.._ c:ontiw al 8Cr0soma,. el núcleo. estructuras del citoesqueleto y el citoplasma. 

El M:rOSOma n un .-...o Meretorio que rod- estrechamente y cubre el extremo anterior del 

núcleo. El votun.n del núcleo del espcnnatozoide ea menor que en lu células somáticas. y su 

cromatina está afian.ate compactada. Laa dos divisiones meióticu que ocurren durante la 

espennato¡sénesis producen un aenoma haploide. con sólo un miembro de cada par de 

cromosomas. Las principales proteinu nucleares asociadas con el ADN son protaminu; éstas son 

relativamente pequeftu (27-65 amino ácidos). altamente báicu. y ricas en arginina y cisteina. La 

mayoria de manúféros ti-. solo una protamina. pero en ratones y humanos est• reportado que 

tienen dos ( 1 ). 

L8 cola contiene un aonema centralmente colocado. el cual es un complejo altamente 

ordenado de microtúbÜlos. El orden de los microtúbulos es el mismo que se puede encontrar en 

otros tipos de células. consistiendo de nueve pares de microtúbulos externos rodeando un par de 

microtúbulos intemo. Toda la estructura de microtúbulos est• rodeada de fibras densas 

extendilindose detde la cabeza hasta cerca del extremo posterior del aonema. AdeftWa. la pane 

anterior del flqelo contiene la mitocondria envuelta en una estrecha hélice alrededor de las fibras 

densu. La pane ~ posterior de la cola contiene la vaina fibrosa rodeando las fibras densas; 

ésta dos últimas estructuras fbrman el citoesqueleto del tlaselo (13). 

Todos los espermatozoides de mamiCero tienen estas caracterlsticu aeneraJes. sin 

embarao hay dif"eranciu especie-especificas en tamallo y fonna de la cabeza y en la lonaitud y 

tamafto de los componentes del flqelo. 

Mientras que el acrosoma contiene enzimas esenciales para la fl=cundación. el tlaaelo 

contiene la ftlente de -si• y maquinaria necesaria para la movilidad del espermatozoide. Esta 

célula adquiere progresivamente la capacidad de moverse durante la maduración epididimal (13 y 

20). Loa espermatozoides de la cola del epidldimo son inmóviles en el fluido epididimal. no ea 

hasta que son diluidos en medio fisiolóaico que pueden empezar a moverse. Una variedad de 

factores participan en la iniciación y regulación de la movilidad del espermatozoide. ain embarao 

aún no ea claro cómo interactúan estos factores. Generalmente se acepta que la movilidad del 
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Fia 1.- Eaquema de los pmctoa de manúfero.-: A) Ovocito : CC. célulu del Cúmulua que lo 

recubren; c. citoplaama; ZP. Zona Pelúcida (inductor fisiolóaico de la RA); EPV. espacio 

perivitelino; MP • .._..._ pl....wtica. El tarnallo de un ovocito aupera al del eapennatozoide 

considenbl-'e. En promedio loa óvulo• de mamífero miden - 80 µm da diimetro (llevisado 

- 40). B) Eapennatozoide de ratón con sua principales orpneloa. (1) Sin reaccionar y (2) ya no 

ae ve el -aoma. ea decir eat6 reac:cioMdo. Lu medida y la forma dependen de la eapecie,. pero 

- promedio la cabeza mide- 4 X 2 µm. (47). 
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espermatozoide ata mediada por monofos&to de adenosina c:íc:lico (AMPc>• debido a que los 

nivel• de este -aundo -..Vero aumentan durante el paso del espermatozoide por el epidídimo 

(29). El princ:ipal papel del AMPc ft mediar la fosforilac:ión de algunas proteínas esenciales para la 

inic:iac:ión o mantenimiento de la movilidad. La ac:tivac:ión de la adenilato c:ic:la- en la ma)'.oria de 

las c:élulas neulta en la foaforilac:ión de proteínas espec:ífic:as. por proteln c:inasas dependientes de 

AMP0 (1). No hay duda que tanto la adenilato c:iclasa como proteín c:inasas dependientes de 

AMP0 j.._... un papel vital en la inic:iac:ión y mantenimiento de la movilidad (1 y 20). En este 

sentido " internante saber que el plasma seminal es rico en prostaglandinas y hormonas 

esteroidea que .. aabe alteran los niveles de AMPc en otros tejidos. Recientemente se ha 

reportado un filc:tor de ~o peso molecular en el plasma seminal porcino que estimula la actividad 

de la Mlenilato c:iclasa en el espermatozoide (1). Se ha documentado también la fosforilac:ión de 

una protefna de 55 kD en espermatozoides de la cola del epididimo. no así en los de la cabeza ( 1 ). 

Existe evidencia de que otros factores modulan la movilidad. En el hámster. preparaciones 

adrenalft que po- la propiedad de estimular la movilidad del espermatozoide tienen altos 

niveles de los P-amino 6c:idos taurina e hipotaurina (31). La taurina y su precursor hipotaurina 

manti- la movilidad del espermatozoide de hámster durante la c:apac:itac:ión in vitro (30). 

La membrana plasmática est• dividida en dominios que difieren en composición y función. 

También • ha demostrado que los dominios son di~cos. y que experimentan c:ambios en su 

oraanización y compomic:ión durante la vida de esta c:élula. Se piensa que estos diferentes 

dominios est6n relac:ionados con diferentes fünc:iones. La región acrosomal con la e"oc:itosis. la 

ecuatorial y región postacrosomal c:on la fusión de gametos. la pieza de en medio con el aporte de 

ener¡¡ia y la c:ola con locomoc:ión ( 1 y 13) 

Los diversos dominios muestran diferencias en la distribución de carsas. alicoproteinas y 

antfaenos. aú como tmnbién diflnoencias en el contenido de lípidos y partic:ulas de proteína 

intramembranoaas(l y 13). 

La 1Upedlc:ie del espermatozoide tiene c:arsa neptiva. con mayor densidad en la c:ola que 

en la cabeza (13). El potencial de membrana (Em) en reposo es de -42 mV en el espermatozoide 

de ratón. Esto en medio M-199 (Sigma). ver la secc:ión de material y métodos. Este valor es 

cereano al determinado anterionnente en espermatozoides de toro en condic:iones similares (50 y 

67). 
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CUMldo el ...,.-matozoide de mamíf'ero deja el testículo no ti- la habilidad para 

f'ecunds al óvulo; ~ ... habilidad al puar lentamente a travá del epididimo. La aran 
mayoria dli lo9 ~ .. vuelven eap- de f"ecundar huta que Ueaan a la c::ola de este 

órpno. Emte .,,_ • llama •maclygción epjdjdj!NI• (20). Se han NPOJtado dif"erentea c::ambioa 

en el ~ durante o polterior a la madurac::ión en el epididimo. La morf"olosia aeneral 

del núcleo no cambia dr6stic:amente, pero su c::romatina ae estabilia por la f"ormac::ión de puentes 

diauUbro. T~ loa c::omponentes de la c::ola se estabilizan estableciéndo .. puentes disuUüro 

dunulte la madunci6n (20). La osmolaridad y c::omposic::ión quimic:a del fluido secretado por el 

epidfdimo varia et. un ....,..ato a otro. Por ejemplo la pc•J aumenta de -20 mM en la c::abeu, a -

40 mM - la cola del epididimo. Por otro lado la [Na•J disminuye de máa de 100 mM en la c::abe­

a - et. 50 lftM en la cola. Por lo anterior es de esperarse que la membrana pl....Wtica del 

espermatozoide que eaú en intimo c::ontac::to c::on este fluido, ae altere confbnne p ... a través de 

las di&rent• reaioaea del epididimo. Es probable que toda la membrma plasrnitica, tanto de la 

cabeza como del flqelo cambie sua caracteristicu quimicu durante su paso por el epididimo (20 

y36). 

Por otro lado ae ha reportado disminución del contenido de Upidoa durante la maduración 

epididimal - cerdo, toro, cabra y rata, maniendo un contenido rico en colesterol en la membrana 

pla-6dca de varia eapec:ies de mamíferos. Elto probablemente ~ la riaidez de esta 

memm-- y ~ la RA prematura. El hecho de que el epididimo, particularmente el cuerpo 

del epididimo, tenp una alta llÚltesia de colesterol, podría su¡¡erir que este Upido es una de las 

mol'6culaa intearadaa en la membrana plasmitiea del espermatozoide durante la maduración 

epididimal (1, 32 y 20). Sin embaqo ae ha reportado que el contenido de colesterol del 

espermatozoide completo de camero, rata y hámster disminuye durante la maduración en el 

epidfdimo (13). Aunque se ha visto disminución del colesterol, la relación de 

füsfbUpido...colesterol no c:ambia de manera importante en la madwwción epididimal, no asi 

durante la capacitación, donde dicha relación si tiene variaciones importantes (13 y 33). 

La .....,_ plumúiea también experimenta cambios en la composición de proteínas 

dunulte la maduración en el epididimo. Nuevas macromolt6culaa de ori¡aen epididimal .. adsorben 

o intepan a la ~ plaalútáca. Entre lu más prominentes eatán las alicoprotefnu (20), que 

ae iftte8nUl a la nwnbrw plasrnitica que c::ubre la cabeza del espermatozoide durante la 



. , .. -. ... - . -~-., ..... 

mMlurmci6n epididimal. E•o• c:mnbio• oc:unen por adidón de nuevo• componentes a la 1Uperficie 

del ...,......ozoicle,. por ~ento o modiftc:ación de muperflci .. preexi•tenta o por 

p6rdida de compo1wtt• de la muperflcie del ...,...matozoide. Se han reportado vario• litio• de 

unión a lectiftu en el espermatozoide, encontrm.doM diez veca mú densidad en la cabeza que 

en la cola (13). Por otro lado, eao• cambio• pueden ..,.. raponubles de la mayorla de lu 

modiflcaci- dac:ritu previamente en lu c:arsu de muperflcie y sitio• de unión a lectinu que 

ocurre durante la maduración epididimal (13 y 20). 

Se cree que en la mayorla de lu apec¡ .. la maduración del espermatozoide M completa 

cuando alcanza el último MpWnto de la cola del epididimo. Sin embarso, en npeci .. donde lo• 

espermatozoid .. M almacenan durante alaún tiempo en lo• va.o• def"ercnta antn de ser 

liberados (i.e.: h61mter chino), la maduración puede continuar o mú aún completarM en ne sitio 

(20). 

a.1).- Capacjtacjón -

El espermatozoide maduro de rnanúfao no a capaz de fecundar al óvulo despuá de ser 

eyaculado. Debe permanecer en el tracto aenital femenino por alaún tiempo para mdquirir la 

c:apl!Cidad de fec:undar. Aparentenwnte el apennatozoide 8U&e alauno• c:ambio• ftliolósico• 

dentro .del tnc:to aenital femenino, que en conjunto M han denominado •capacitación•. El tñmino 

ca.,.citac:ión M propuso para ref"erine a loa cambio• filiolóaico• que 8U&e el ...,........._,ide y 

que lo hacen capaz de fecundar al óvulo (11 y 20). E• un fenón.no que experimentan 

predominantemente lo• mamiñroa. Hace cali 45 ano. que se dac:ubrió la capacitación por Chana 

y Auain (20); lin embaqo ae ube muy poco a c:en:a de lu condiciona o fiac:tora que controlan 

la c:apacitación del apermatozoide dentro del trac:to aenital femenino. Se pienaa que producto• de 

secreción del trac:to aenital femenino son principalmente loa raponublea de la capacitación del 

espermatozoide in vivo. Se ha propueao que alpnu muatanciu controlan la capacitación; án 

embar¡¡o hace falta mú inveatiaación al respecto (20 y 31). La capacitación in vitro .. poaible án 

la intervención de aecnciona del aparato pnital filmenino (20). La mayoria de npennatozoides 

de marni&ro puede sobrevivir y c&pKitarM en un medio artificial limitar a una solución Rinaer ·s­

Krepa que contiene: Na•, K•, Ca .. ,~. c1-, HCO,. PO.., SO., lac:tuo, piruvato, aJuco ... y 

albúmina. Nmauno de eao• componentea es impracindible para la mayoria de npennatozoid .. 

ya que pueden sobrevivir y c:apKitarae en au-.cia de alauno de ellos. El espermatozoide de 
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llúml• no .,...- M>bNYiW u no .. le ..,..- eatecolmninu (i.e.: epineftina ) y taurina o 

hipc>Uurina (20 y 31 ). 

Loa ..auclioa ele c:apKitación In vltro han arrojado alauno• dato• sobre lo• tlactorea que la 

controlan o .&ct.n: a) La eapaeitación del espermatozoide ea dependiente de la temperatura. ea 

eomún utilizar entn 37 y 3rc. Sin embarJJo para cerdo• y oveju ea más eficiente incubarlo• a 

39"C (20). b) Entre individuo• ele la mi- eapecie puede variar la velocidad de capacit.aón; aún 

en di&rent• eyaculaciones del mismo individuo también ea pouble enc:onuar pequen.. 

v~. e) En condiciones In vltro .. hlln establecido alauno• tiempo• de capacit.aón: PU'll 

el conejo 5-6 hn,. hAmater dorado 2 hn y para el ratón alrededor de 1 hr (20). 

Durante la capacitación la moWidad del eapennatozoide puede disminuir. ün ......_º .. 
sabe que al - en el inicio y al final del procno .. mu.,,. visoroumente. Al inicio el 

movimiento ea lineal. y al final ea en forma ainluoidal. Alauno• espermatozoides desarrollan un 

movimiento muy activo conocido como "hiperac:tivación" (11 y 20). Tambim .. ha d-lltrado 

que aunwnta.., metaboli-(i.e.: sfucólili• y co1111U1110 de oxf¡¡eno) deapuéa de Mr incubado• en 

el tracto senital o en el medio de capacitación. Se ha descrito que la concentrac:ión intracelular de 

K• ((K.,]) dimnlnuy9 lipiticativanwnte; por otro lado cuando el ~ _. listo para la 

RA. la [Na•,1 ~ drúticu-ae (12. 13 y 20). Poco .. ube sobre la variación de [Ca2<°1] 

durante la capacit.aón; ün embarso uundo quin-2. un indicador ~e para Ca'"'". .. ha 

enc:omr.do que la [Ca:a+ J libre no cambia durante la c:apacit.aón In vttro (20). Recientemente el 

srupo de Florman reponó que durante la capacitación deJ espermatozoide el potencial de la 

~lula cambia,. desde -30 mV en bovino y -35 mV en ratón, huta -60 mV en ambo•. E .. 

hipeqtOlariación de la membrana. .. debe en parte a un aumento en la penneabilidad al r. Si 

este ._16nwto .. bloquea tambi4n .. bloquea la .RA inducida por ZP. Esto puede aipiftcar. que el 

pot_.. de .......,.._ ejerce un control importante sobre la capacidad para fecundar del 

npennatozoide (92). 

En la maymia de eapecia la eattuc:tura del acroaoma no cambia notablenwnte durante la 

capacitación. EJ núcJeo del espermatozoide de la mayoria de nuuni&roa tambi .... manti­

ntable a craw. de la capacitación. Esto .. d..,. a la p~ de mbunclanta puentea diaulAu'o 

entre proteinu nucJ.ra (20 y 1 ). Se hlln identificado andacnoa de 9Uperficie en la membrana 

plumática que .. desprenden ó alteran durante la c:apacitación,, tanto en la resión de la cabeza 
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como tambWn en la cola (12. ll y 20). De este modo 1e inftae que lu proteútu o sficoprotefnu 

liberaclu y/o ..,..ad., a la 11Uperftcie del apennatozoide durante la _,,_itación deben w 
protetnu perifi!ricaa. Loa cambios anteriora. al parecer. contribuyen a que el espermatozoide 

tenaa un movimiento n....._ normal y 1e exponpn sitio• de reconoc:imiento para la8 cubierta del 

ó'1Ulo (11.12. JJ. 20 y 4). Se han dncrito cambio• en la composición lipfdica de la....,..,,_ 

plumúica del espermatozoide durante la capacitación. El fbd'atidil inositol aparentemente 

a.,.,_ haca que loa espermatozoides se capacitan. La metilación de foafblipido• (i.e.: 

conversión de f"o.&tidil etanolamina a foafatidil colina) parece ocurrir dunnte la capacitación en el 

espermatozoide de hánuter ( 13 y 20). P-Mr que lo• npennatozoida expuntoa a un medio 

capacitante pierden pmte del colnterol de 11U membrana plumitica. Con base en esto ae ha 

propuesto que la eliminación ~ del colesterol por la albúmina (o alpnoa orroa colllpO.-tn 

del uacto .-nital ~) a una parte esencial de la capacitación. Por otra parte hay reporta 

que dicen que la fluidez de lo• lipido• de la membrana de la cabeza y la cola cambian como 
multado de la capacitación. Además exi8ten zonu en la mcmbrmw del espermatozoide en la8 que 

lo• Upidoa no son ditbaibla aún anta de la capacitación. E• razonable infinir que la cubierta de 

molKulu sobre la 11Uperftcie de npennatozoidn no ca¡>M:itadoa sirve pma limitar la fluidez de la 

memb11111& y poai.,._.e rntriJ18ir el movimiento de proteinu membnnal• cuya interacc:ión 

pueda nquerine para la iniciación de la fusión de membranas (13. 20 y 34). 

a.2).- Ac:rpsoma y &A.-
El ac:ro80ma n un corpú8CUlo rodeado de membrmw que ntá sobre el núcleo del npermatozoide 

maduro (acro - punta; soma - cuerpo). E• producto del complejo de Golai y M sintetiza y 

ensambla dul'ante la ...,ennatoaénesia. El interior del acro90ma ti- un pH ácido y contiene una 

variedad de ~ (hidro ..... Kidu) tala como hialurodinua. P-N-acetil aJucoaaminidua. y 

fb.&tua jcMt.; ademú de la prot- de pH n.itro proacroúna. Se considera que el acrosoma n 

un lisosoma modificado; pero no interviene en proceso• de¡¡radal:illOI denuo del eapennate>zoide,. 

sino mú bien ea una veaicula exocitótica. E8te o...-Jo M fiHma en la última fUe de la 

espermatoaéneaia. primero como una colección de pánulos Joealiuclos cerca del núcleo. en 

asociación cercana al prominente aparato de <iolai. Cuando el desarrollo avanza. escoa p6nuloa 

coalecen y fbnnan un p6nulo principal que .. une al núcleo y 8"Mfualmente se -.anda. Con el 

tiempo se expande a Jo .... o de la 11Uperficie nucl_. f"onnando un aorro sobre un polo del núcleo. 
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Deapu6s de eato el ecro- M ..,...a de su uoeiM:ión intima con el complejo de Golai. y .. 

aleja. Po9csionnenl• junto con otro• cambios dentro de la célula, el acrosoma padualmente 

uunw la rom. que po- en el espermatozoide tmduro. Durante la maduración epididimal, a 

pesar de los cambios que su&e la célula, la rorma del acrosoma ya .. caraeteristica de cada 

especie. La modoloata del Krosoma varia mucho entre apeci .. ; sin ~ su estructura buica 

y ftmción 11011 similares en todo• lo• mamffilro• (2, 16, 19 y 35). 

En lu especies en lu que el espermatozoide ti- acrosoma. que son la mayoria, la RA es 

un requisito indispensable pua que ata célula pueda Cecundar al óvulo. Durante ésta reacción la 

membrmw _._ del Krosoma se fülliona con la membrana plamnMica, ocurriendo como 

_.la libenc:ión del contenido acrosomal (37 y 38). El ac:rosoma conti- enzimas 

deandativu que abnn un trayecto a través de lu paredes externa del óvulo, (88 2). Aunque 

alpnu de estu enzima pueden atar intearadaa dentro, o sobre la membrana acrosomal, Ju 

enzima Krosomales son lu más importantes en la depact.ción de lu capa extemu del óvulo. 

De lu divenaa enzimas acrosomales que se han encontrado, la hialurodinua, la acrosina y 11U 

zünóaeno proacro9ina son de lu mú estudiada. Su praencia en la matriz acrosomal M ha 

demo..-.do mediante técnica citoqulmicu o inmunocitoqulmicu a nivel de microscopia 

electrónica (19, 16 y 20). En la mayoría de lo• mamifa'o., el óvulo eat6 rodeado por un tipo de 

c:aulu HmnadH del cúmulus; el principal componente de la matriz del c:úmulus • el 6cido 

~. Se cree que la hialurodinua presente en el acrosoma M encarp de di¡serir ate 6cido 

hialurónico. A la acrollina M le atribuyen lo• llipentes eCecto•: a) induce o alliste en lu ftaúonn 

múltipla entre lu ~ externa del acrosoma y plumitica del apennatozoide, b) di•pena 

la matriz del acrosoma durante la RA.. e) participa en la unión del receptor del espermatozoide a 

lo• lipndo• de la zona manteniendo al espermatozoide unido una vez que la RA ha ocurrido, d) 

ayuda al espermatozoide a ~ la zona pelúcida. También puede participar en la 

fbllión del espermatozoide con el óvulo. La proacrollina es el pqcunor (zimóaeno) de la 

acro9ina (11, 16, 20 y 39). La velocidad a la que se lleva acabo la RA puede variar entre lu 

di6'rentea apecies, y depende de ... condiciones del espermatozoide y del medio 111 que até 

expueato. Se piensa que no todo• lo• espermatozoides expuesto• a zonas pelúcidu su&en la RA 

111 miuno tiempo. Apro~e a lo• 2 min. una parte de los apermaaozoida expueato• a la 
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Fia. 2.- Diasrama que describe los pasos que llevan al espermatozoide a experimentar la RA. El 
inductor es la ZP., que provoca la fusión de las membranas externa acrosomal y plasmática del 
espermatozoide, con esto se liberan las enzimas líticas que abren un trayecto a través de las 
cubiertas externas del óvulo. Muy cerca de la membrana plasmática del óvulo se encuentra una 
serie de sránulos; poco después de que se fusiona el espermatozoide liberan su contenido al 
exterior y modifican las condiciones fisicoquimicas de la ZP. Con esto se evita que otros 
espermatozoides se fusionen posteriormente. Este fenómeno conocido como Reacción Conical es 
uno de los mecanismos de los que se vale el óvulo para evitar la poliespermia. Revisado en ( 16). 
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zona pelúcida c::ompletan la RA; la mayor pane racc:ionan dnpuéa de 15 a 30 min. Esto• 

rnultado9 se obtuvieron en ratón, hámater y c:uyo (20). MU recient-te se vio que, en el 

espermatozoide de bovino la RA se completa de 12-13 min deapuéa de exponerlos a ZPa (91). 

Este .,,_ exocitótico, que ea dependiente de ca•• externo 111cede en otras células (i.e.: en la 

libenc:ión de enzimas panc::reátic:u y en la libcrac:ión de neurotransmisores en terminales 

nervio-). El ca•• a conc:entracionea mM, &c:ilita la fbllión entre dos membranas uniéndose a lo• 

t"oafolfpidoa aniórücoa e induciendo aeparac:ión de fa.e de loa t"oafblipidoa de membrana. 

.. ) 

Durante la l\A. suceden eventos que se han c:arac:terizado en el erizo de mar: a) hay un" _¿ 

inftujo de ca•• y Na- y salida de K• y W, lo que da como multado un aumento en la [Ca2·1,. de ·' 

pH¡ y cambio• en el potencial de membrana (41, 42, 43). En el eapermatozoide de rnuní&ro loa, 

flujos de Ca .. y W que oc:urren durante la RA. parecen ser análoao• a loa que se presentan en el. .> 

erizo de mar ( 67, 90, 91 y 95). La ZP depolariz.a y alcaliniza la célula, dando como resultado unr 

aumento en Ja [Ca2
·), y la RA. Si se bloqu- alauno de -o• cambios. Ja RA se produce con 

muc:ha menor efic:iencia (91). De alauna manera estos cambio• son mediados por protefnu G ya 0 

que la toxina pertuuia (PTX), un inac:tivador eapec:ifico de proteinu G del tipo G; y G.,. inhibe a :. .> 

ambos cambios en el eapermatozoide de ratón,, bovino y humano (38, 40 y 47). Aunque múc. ,. 

rec:i_._e se reportó que ea el aumento de pff el que es aenllible a PTX (91). También se ha, 

detec:lado en el espermatozoide de manúfCro la preaenc:ia de G. otro tipo de proteina G, la c:ual ea" 

inaenllible a la PTX (21). Por otro lado también existen refcrenau que dic:en que durante la R.A ;., 1 

hay aumento de la c:onc:entrac:ión de AMP •• GMP. e IP,; c:uyo papel ea c:lave en la tranaduc:ción dec d· 

Mflalea dentro de la célula, fimc:ionando como aeauncfo• mensajeros durante la RA (44, 40, 45 y 0 , 

46). Recient-te se detec:taron miembros de la familia del receptor olfiuorio ac:opladoa Air :r 

proteinaa G en el eapermatozoide de perro. No se conoc:e el papel de eatu molc§culu pero se, , r 

propone que podrian partic:ipar en la quimiotaxis del espermatozoide durante la filc:undac:ión (26) . ..: " 

Reportes rec:ientes han indic:ado que el fluido fblic:ular humano en la m&tjer contiene c:ompuesto•,~ e 

que partic:ipan en la quimiotaxis y/o quimioc:inéllis; ademú -o• compuestos pueden cambiar la;, n 

manera de moverse del espermatozoide (40). La RA puede conllid_.. por si misma como un_.,, 0 

proceso de selec:ción diaeftado para ueaurar que el espermatozoide que loare depositar I~ « 

infbnnac:ión aenétic:a dentro del óvulo, - miembro de una poblac:ión de espermatozoides que. g• 
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estén en óptimas condiciones. Los procesos de selec:ción celular en el trac:to aenital femenino 

representan un importante fenómeno bioló¡¡ico y no son los únicos presentes en la naturaleza (35). 

AdemU de la ZP. la RA puede inducirse in vitro por la expollición a otros qentes 

fisiolóaicos como células del cúmulus o t1uido folicular y por ..-ntes quimicoa como los 

ion6fóros de ca•• A23187 y ionomicina(ta). Se ha comprobado que la proanterona que se 

encuentra almacenada o que se produce 'en las células del c::úmulus. induce exocitollis del 

acrosoma (23). Cuando el espermatozoide de ratón M expone primero a la proaesterona y 

después a la ZP la RA se incrementa; en comparación con la expollición a los dos qonistu juntos 

o en orden inverso (23). Aparentemente la proaesterona actúa sobre un receptor tipo GABAA• ya 

que el efecto de este esteroide es similar al obtenido usando ácido y-aminobutirico (GABA). y M 

bloca- por bic:uculina un antaaoni- conocido del receptor a GABA. (23. 55 y 40). 

El A23187. conocido también como calcimicina,. es un antibiótico producido por una cepa 

de Estreptomices Chartreusenllis. Este compunto se comporta como un ionóforo de cationes 

divalentes por que es capaz de atravesar la bicapa lipidica ya que tiene una .,perficie hiclrofóbica. 

Se ha utilizado como herramienta bioquirnica para introducir Ca2+ en células y orpnelos. La RA 

es un fenómeno dependiente de ca•• externo (20), por lo que al aunwntar la [Ca2+]1 en el 

espernwtozoide mediante el uso de A23187 se produce la exocitollis acrosomal (53 y 54). 

b).· El Óyylp.-

EI óvulo es la célula que la hembra aporta para la fec:undaeión. conti- toda la maquinaria 

necesaria para que después de reeibir al espermatozoide inicie el desarrollo de un nuevo individuo. 

Los óvulos son producidos en el ovario, y cuando están totalmente maduros son liberados. 

Al salir del ovario los sameto• van rodeados por una nube de células foliculares (fla 1-A) a las 

que se conoc:e como "cúmulua oophorus• (cúmulus - nube). En la mayoria de lllllllli&n>s. el 

cúmulus persiste alrededor del óvulo In viM> no sólo durante la fecundación sino tambWn por 

alaún tiempo después que el óvulo ftle fecundado. La .,,.._¡. del cúmuJus no es --=ial para la 

fecundación in vitro. pero su presencia puede fllcilitarla,, lirviendo de apoyo para la unión del 

espernwtozoide. Se cree que evita que el espemwaozoide se aleje por efecto de aa movilidad 

después de sufiir la RA y durante el periodo de unión secundaria • ueprando la sepnda unión 

(9, 11y20). 
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<>ua cepa que M encuentra recubriendo al óvulo a Ja - pelúcida (ZP). llamada uf por 

., clara ..,uiencia (peliícida - clara). a el inductor fbiolótlico de la JlA en mamífero. Est• 

COMtituicla por tra 8ficopn>telnaa sulfahldu; ZPI. ZP2 y ZP3; lu cuma estú muy conmervact .. 

en todos lo9 óvulos de mmnffim>•. (i.e.: la ZP, tiene una homoloafa de 6'79/e entre el humano y el 

ratón. 20 y 76). Lu pcoproteinaa de la ZP esta inten:onec:tadaa en filamentos. ensamblada en 

Pllll'Mt• y di•pn .. •• en c:epaa estratiflcadu presentes apro~e c:ada 150 A. Lo• enlac::e11 

- --entre los paquet .. y de naturaleza no c:ovalente. esto .._a Ja ZP muy el .. ica. por lo 

que _. po8ible que la delaacta cabeza del espermatozoide penecre también mecánicamente 

ayudado por la lllOYilidad de su flaaelo ( 1. 40. 1 1. 24 y 20). Ea reportado que d; una hembra 

•pueden obt__. de 180 a 220 ZPs, y cada una pesa de 3-4 na (BleiJ. 1993). Para inducir la RA 

In vi/ni c:on ZPs • utilizan diferentes conc:entraciones que van de 20 (nuatro pllpo). a 50 i.&s/"'1 
(95). Esto equiqle de 5 a 17 ZPslf,&1. 

La ZPa • una pcoproteina de - 83 kDa .. el principal componente de la ZP, 

eneomrúldo• mú de un billón de moléculu de ZP, en óvulo• de ratón. La ZP, ti- la propiedad 

de-el receptor primario del óvulo al espennaiozoide y ademú de inducir en éste la RA(J. 6. 

1 J. 16. 19, 20, 24 y 40). Se calcula que la cabeza del apennatozoide ti- aproximadamente de 

JO a 50,000 8itios de unión para la ZP, (11). La ZPa ( -120 kDa.) ft&nciona como el receptor 

-mclario,,.... el eapennatozoide. Mientras que la unión primaria .. establece entre la membrana 

plamn6lica del apermatozoide y la ZP,. la unión secundaria .. estab'- entre la membrmw 

acnnomal intsna y la ZP2 posterior a la RA (20 y 24). Ea probable que la unión secundaria 

represente la eatnc:ha uociación entre el espermatozoide y la ZP durante su penetrac:ión. 

promovida por las ~ acroaomaJ... La ZP2 sirve como auauaro para la proteua acroaomaJ 
(11 y 20). En ~oa probmldo ZP2 mareada c:on 1125 

• ha encontrlldo que M asocia 

~e con las c:abezaa de espermatozoides reaccionados (11). Como ya se dijo. sólo loa 

eapernu1tozoidea capac:íhldoa y reac:cionadoa se unirán a la ZP del óvulo de ratón. eapecificamente 

en Ja ZP,. llna vez que esta unión ya M ha dado el eapennatozoide • uniñ otra vez y 

pennaaecer6 unido durante au penetración en la ZP. Ea probable que estos sitios de afinidad por 

Ja ZP2 en la~ del eapernwcozoide reaccionado sean muy-• pero de ~a afinidad. ya 
que la di~sción de w ~ y los productos proteolftico• a muy npida. Por otro lado. si 

.... uniocwa fbsml muy fbertea el espermatozoide se quedaría en Ja ZP para siempre (20). Si no 
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exiacier'a ata -.uncia unión • posible que el ...,........ozoide 86lo plpeua li.-e a la ZP, 

sin t- el tiempo mflcience para una estrecha uoeiac:ión. De hecho el mm-o de Utioa de unión 

para la ZP2 - el apennatazoide ea mayor que para la ZP, (11). La ZP1 (-200 ~a) 8irwe para 

lllUlt-unida la estructura de la ZP KtUando como plMllte entte la ZP2 y la ZP, (24). 

En muc:hu especies tu propiedlldes de la ZP C8lllbian ~e deapuá de la 

f"ec:undación, - apec:ial la ZP,. Esto evita que otroa ~ pueclan .,_....... la ZP; y 

cep¡ewnta una de lu estrate¡¡iu que utiliza el ó\lulo para evitar la poliapermia. Dicha eatrateaia 
c:onoc:ida como racción de zona, no mucede en todas laa espeeia de lll8IDlftlro8 (20). La mayoría 

de eapennato~dea tardan 30 min. o mú antes de que ~ a aá'a_. la ZP y• estima 

que en el ratón el espermatozoide tarda - 20 nún en atraveur la ZP '" wtra. ~ el 

movimiento viaoro110 de la cola ea esencial para la exitoaa penetncióa de la zona; 8in ....,...., un 

filene movimiento 110lamente no ea suficiente para un efectivo puo a tra'1W de la ZP. Lo mú 

probable ea que el espermatozoide use tanto medioa mec:6nicoa c:omo medio• enzi"'4dcoa para 

poder atraveam- laa cubiertaa del óvulo (20). 

DelHl;o de la membrw plumitic:a, dentro del óvulo no &c:uncf.edo de la mayorfa de 

animales venebndoa e invertebndoa. exiaae una capa de pequefto9 orpneloa cubiertos. por 

n-mran. conocidos como aránulo• conicalea. La entrada de un eapermatOzoide .._ que el 

óvulo libere el contenido de loa pánuloa conicalea hacia el extwior, <88 2). La liberaci6a de loa 

srinuloa conicalea ocurre por el mismo mecaniuno que la del ~del eapermatoZaide y ea 

·precedida también por una onda de -io de [Ca2+),. En el búnst.- la libenlc:ióa de ca•, 

empieza c:«ca del punto donde ae fil8iona el eapennatOZOide (20). Entre las mu•anciaa que se 

liberan de loa p6nuloa conic:alea hay enzimas que modi8c.ln las CIU1ICterútic:a flaicaa y quúnieu 

de la ZP, de w fOrma que loa eapennatoz.oidea no pu..-. ya pelMltnlrla (19, 20 y 37). Aunque la 

exoc:itoaia de loa llf*nuloa cortic:alea ea un buen indicMc>r de la activación de óvulos. no ea 

abaolu.-e neceauio para la inia.c:ión del deaam>llo aonnal del .abri6n. La iniciaci6n del 

deaanollo sin exoc:itoaia de aránulo• conicalea o c:on exoc:itoaia inc:ompleta, es posible en 

lllllllÚ&roS (41). 

Varios arupoa han int.wido la identific:ación del receptor del eapel'datoZoide a la ZP,. 

Exi•- por lo -. tres candidatoa: a) Evidenciu ilmauloló8ic:u _....... que puede ..- una 

r''StO'i'UNnfinAM que esti localizada sobre la IWllbrw .,........_ que rec:ubre la ·cabeza del 
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npennatozoicle. Ademú hec:iendo mutaciones en lu que • k>aró ~ dicha 

p!M:to8iltranaf'erua • obtuvo una unión máa filen• y como c:omecueneia una mayor 

fecuncl8ción del npennatozoide (11, 20, 49 y 76). lt) Mediude elec:trotbrnia de ples de 

proteinu del espermatozoide ae detactó que la ZP, une a una proteúla de 95 kDa Anticuerpos 

dirisidoa contra füafotirolina • unen a esta protelna. que tmnbién • localiza en la ,..Pón 

M:n>aomal del espermatozoide de ratón ( 11 ). Se poalUla que esta protefna - una tiroaineinua y 

• autof'o.Corile o sólo sea sustrato de otra c:inua ya que .,.,_ fbaforilarae de -. 

dependiente de AMP. (50). Lo que sí se sabe es que la inducción de la RA por la ZP, tiene que 

vw con la f'oaf'orilaeión de varias proteínas incluyendo la de 95 kQa (11 y 50). e) Una proteina 

homomultim46rica de 56 kDa conocida como~ ti- muc:hu de las propiedades eapendu 

para poder reconocer a la ZP, . En c:olwnnu de afinidad • une a la ZP, y no ui a la ZP2 • En 

experimentos de entreeruzamiento se demostró que la ZP, eapeciflcanwme .. .-ia con esta 

proteina sobre la superficie de la cabeza del espermatozoide. La 1p56 bloquea el reconocimiento 

del óvulo al espermatozoide. Esta proteina ti- dominios de rec:onoc::imien a c:arbohidratos que 

tienen una alta homoloafa con loa dominios que contienen lectinaa previamente carwc:terizadu. 

Esto ea de esperarse ya que la ap56 es una lec:tina que ti- afinidad por cz-plactosa. La 1p56 

sólo • ha enc::ontrado en el espermatozoide de ratón y hámllts. Ambas elpeCia - a la 

ZP del ratón. Sin embarao sp56 no se encontró en el espermatozoide de humano y c:uyo, lo• 

cualea no •u.- a la ZP del ratón. El reconocimiento y la unión del óvulo con el ...,....aozoide 

en rnami&ros ea extraordinariamente espec:ie-espec:Ulco. Es probable que 1p56 - parte de -

especificidad y las espec:ies que no la c:ontienen pueden tener otra protefna con laja homolOllfa a 

la ap56. En testiculo de rala • ha identiftc:Mlo una proteina de 54 kDa que ti- afinidad por 

p!M:toaa (11 y 52). 

Del mismo modo, también se ha elltUCÜlldo el prphabW receptor del npennatozoicle a la 

ZP 2 • Ea polible que este papel lo realice la acrolina. la más abundante de lu enzimas 

ac:roaomalea. Las evidenc:iu que apoyan esto 110n: a) La M:l'Olina tiene apec:iftcidad por sustratos 

como la tripaina (inhibidorea de proteua bloquean la uni6n ,.,.""aria a la ZP, no aá a la 

primaria), b) proteínas de ZP2 10lublea y marc:adu con '"'I .. ~a protelnu de espermalOZOide 

total en ..... separadas por electroforesis. Aún no existe evidencia direc:ta que apoye esta idea 

(l ly 20). Se piensa que loa receptores del espermatozoide a la ZP IOft del tipo lectinaa con 
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acti'1idad de unión a ~a; y M propo- que la unión del espennatozoide a la ZP M realiza en 

la fbnna de enzinw-...uato (20). 

L2-- ftJSIÓN DEL ÓVVLO CON EL ESPERMATOZOIDE: 

La tb9ión de ~ a célula - parte importante de vario• proceaoa biolóaico• incluyendo 

la f'ecundación e ~n de eélulu por asentea inf"eccio110a. Loa mecani11111oa de fusión de 

.._...... no atM claramente entendidos pero lldUalmente se piensa que comprenden al meno• 

8Íetepa-.(56). 

Por experinMntoa de microscopía electrónica se ha detectado que la primera rCIJión de la 

._...,,_ plum6tic:a del -permatozoide de mamífero que se fusiona con el óvulo - la rCIJión 

ecuatorial (4 y 20). 

En .. óvulo maduro hay por lo menos dos resio~ distinta en la membrana plasnWtic:a: 

El dominio libre de pánulos conic:ales que est• sobre los cromo110maa en metaflue y el r~o del 

óvulo que lo fbrnw una zona que ademú de contener srinulo• conic:al- también conti­

~- En la zona libre de srinuloa conic:alea tambim hay c:arenc:ia de 

microvellosidadea y una mú alta densidad de ac:tina conic:al (4 y 20). La fusión del óvulo con el 

eapennatozoide pre&rencialmente se realiza en la zona que conti- sriftulos conic:alea; y no 

oc:unt1 o ..--te ocurre en la zona libre de mic:roveUosidadea. (4 y 20). Los mecanismo• 

molec:ulares por loa cual- la zona libre de microveUosidadea es ~· excluida no ae 

conoce. El estudio de la fbsión del óvulo con el eapermatozoide puede dific:ultane debido a lu 

limitac:iol.a ele la cliaponibilidad de sametos. También a la inaccesibilidad de los pr-• in vivo, 

lo cual oblip a que la mayoría de estudios se realicen in vitro. 

La RA es un requisito para que el espermatozoide pueda fbsionane con el óvulo (4 y 20); 

eapennatoZIDidea que no su&en la RA solamente se unen a la membrana del óvulo pero no • 

ftasionan (20). La RA puede inducir un cambio en la superficie del espermatozoide que permite 

que ocurra la fusión. Yanaaimac:hi ha mostrado que el -permaaozoide de húnater con el 

- intacto y tratado con el contenido ac::ro110mal crudo, es incapaz de fiasionane con óvulo• 

mn- de ZP (20). Esto habla de que el contenido ac:ro110mal ea útil pero no aufic:iente para la 

adquUici6n de ftasibiliclad del espermatozoide y que otro• procesos flsiolóaico• requeridoa, 

~durante la RA. Probablemente se exponen nueva proteinaa de superficie. 
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Por el c=oall'U'io la lllOYilidad no • un requerimiento a&.oluto pua la fülió~ 

.........,.mmidH ilml6vila o dMli'-te m6vile9 pueden ftalionane con óvulo• libres de ZP (4 y 

20). 

A diAi81ida de lo que alCede con el eapenmtozoide. loa óvulo• .tquiel'en la capacidad de 

ftaei6a ...... ele que complet- • madura. Loa ovoc:itoa de hámater adquieren la capacidad de 

...._._ c:umldo ak-e"Dft un t-ao de 20 µm de di6metro, cuando laa microveUoaidadn y la 

'ZP •• 1 a....,_ (4). La hebilicled del óvulo para ftaaionane con el npenrwcozoide ea 

tniaeitoria,. deepuls ele la 'llcundlld6n la ,_..,.._ plaamática del c:i8oto pierde 111 habilidad para 

.....,._coa ocroa eapermatozoiclea. E .. pérdida de la fillibilidad del ovoc:ito feeundaclo varia 

...... la ...,.a.: • conejos ee inmediata. pero en el hánuter a peMr de que la fülibilidad 

~ ~ no ,. .. ..,.... por completo huta eJ estado de a célula.a de la 

~ (4). Por otro IMo em.. una eapec:iflcidad de especie para la unión y ftalión de Ju 

lllPlllbr- de loa ..,...coe. ato crea una re9Criceión para que la ftaaión de do• célula.a de 

cWllrwlte9 •1111ci• ee l'IPÍllice. De toda las etpel:ie8 de mamffi=roa huta ehora estudiada. el óvulo 

del Mmets ee eJ mú disponible para .,.nnitir la penetración por ..,_--tozoid• ele ocru 

e1111ciee Sin....,.,.. aún nce óvuJo muestra p1e&s..a. para fbaionane con el npenrwcozoide 

de aa n- ...,.a.. ~ npann de unión entre ..,neto• de eapec:iea di&r.ata pero ain 

............. (4). 

S....,. coa cenea que la~ plumática del eapennatozoide - intepa totalmente 

y,. hKe parte de la~ plasmática del óvulo durante la fecundación (20). 

LS.- MOÚCULAS DEL ESPERMATOZOIDE INVOLUCRADAS EN LA UNIÓN Y 

JIVSJÓN': 

La uai6n y ftlai6n del ...,.._aozoide - evento• independientea; bajo c:ienu condieio­

.a 11111nnMOZIOide puede unine a la ~ del óvulo ain finionene. Sin embarso. M uua. 

que la unión ee un prw:requisico para la ftalión. Mediante ~o• de inhibición por 

~ • ma lotp'lldo identitlc:ar procefnu que tienen un pepel en la unión y/o ftaaión del 

óvulo OOD el eepennaaomide: 

a)..BDQ.- Ea una proceiaa iat..,.. de .._.,_ coa do• 111bunided• (a45-49 kDa. y p 25-33 

kl>a.). fbe ide+1lifkHe ., la c:abaa del eapermatOzoide de cuyo. Anticuspoa contra eaa protetna 
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inhibe la t\a9ión .,.u no la unión del óvulo con el espermatozoide de una manera dependiente de la 

do8is, aproximadamente en un 74 %. La secuencia de aminokidos de las dos subunidades de 

PHlO tambWn muestra c:anc:teristi~ que sugieren un papel en la fusión de los gametos. Ambas 

aabunid..s.s ..._ homolosia c;on desintepinaa, una f"amilia de liaando• que se unen a intepinas. 

Laa intepinas 80ft una clase de proteínas de adhesión a la superficie celular ( 4). PH30 también 

muatra cambios en la expresión de epitopes simultlÍneamente con el cambio en localización. Esta 

protelna .,..._en la reaión posterior de la cabeza después de la RA. un tusar apropiado para 

poder participar en la t\asión (4). 

b) DB es una proteina identificada en et espermatozoide de rata. est• compuesta por dos 

pollpéptidoa de 37 kda (D y E). Esta proteína es periférica y se encuentra más estrechamente 

unida que la mayoria de proteinaa periféricas. Estudios de inmunotluoresencia muestran que DE 

inic:ialnwnte _.. en la reaión dorsal del acrosoma. pero cambia su localización a la región 

ecuatorial durante la capKitación (4). Anticuerpos dirigidos contra DE inhiben ta f"ecundación in 

WW> e In vltro mproximadamente en un 80 •/o, comparado con el control sin anticuerpo 20 %. 

Preparad-. pan:ialmente purificadas de DE que provienen del epididimo son capaces de unirse 

al óvulo e inhibir la t\asión del espermatozoide en una manera dosis-dependiente, sin embarao ta 

unión no se inhibe. Se propone que DE participa en un paso de t'Usión subsecuente a la unión del 

espermatozoide. 

e) Se identificaron dos uticucrpoa monoclonales, M29 y M37 contra el espermatozoide de ratón. 

Ambos anticuerpos inhiben la t'Usión del espennatozoide con el óvulo de ratón, y reconocen 

antiaenos que eattn aobre la rqpón ecuatorial del espermatozoide. M29 reconoce una banda de 

40 kDa en "Western blota", ea aparentemente un producto de ruptura de un pollpéptido de 60 

kDa. El antiaeno que reconoce M37 no se ha caracterizado (4). 

d) OBF 13 ea otro anticuerpo monocloftlll dirigido contra el espermatozoide de ratón que también 

inhibe la f\uión del óvulo con el espermatozoide en un 83 %. OBF 13 no inhibe la unión del 

espermatozoide con óvulos de hámster. Esto sugiere que este anticuerpo est• diri&ido contra una 

molécula de reconocimiento especie especifica. El anticuerpo se une a la cabeza completa de 

espermatozoides que han sido incubados en medio capacitante conteniendo ca•• ó induciendo la 

llA con A231S7. No se une a eapennatozoides del epidídimo recién obtenidos (4). 
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e) Otra ..aa-po cliri8ido -tra el eapennatozoid9 raccionado de humanos, conoeiclo como 

MH61 inhiM la ftaión del apermatozoide de humano con óvulos de húnster librea de zona en un 

70 % . MH61 rwconoc:e una protefna de 43 kDa- "Western blots". Este llnticuerpo ae une en la 

cabeu,. incluyendo el ...,nento poatecuatorial de espermatozoides reaccionados. MH61 no ae 

une a ...,...matozoides sin reaceionar (4). 

L4.-MO~ DEL ÓVVLO INVOLUCRADAS l:N LA FUSIÓN: 

Varias U- de evidencia au8ieren que una intepina de la superficie del óvulo puede _. 

el receptor para una molécula de superficie del espermatozoide que 8Ctúa en el puo de unión que 

pia a la ftaión (4). Como ya dijimos las intepinaa son una clase de moléculaa de adhesión celular 

que ~ célulaa a la maariz extracelul11r o a otras célulu. Las intepinaa ae han encontrado sobre 

la aupsftc:ie de muchoa tipo• de célula incluyendo el óvulo de humano y 11'mater. La 

deaint...,U.U a una clase de liaando• de intepinaa. Esca clase de liaando• conti- un tripéptido 

f'onnado por Ar¡pnina. Glicina y Ac. Aapútico - au• dominio• de unión. ademú ae ube que 

p6ptidoa que inclu~ este tripéptido evitan la fusión del espermatozoide con el óvulo (4 y 40). 

Por otro lado tratamiento• con proteua sobre óvuloa librea de ZP reduce el potcenhÜe de fu.ión. 

La efectividad - la fusión ae recupera dapuéa de 6 hn. La pérdida y ..,.,_ente recuperación 

de loa niveles de fusión coincide con la deaaparición y reaparición de una banda de 94 kDa - Ja 

auperftc:ie del óvulo. Con bue en au tamafto, ata proteina de 94 kDa podria ser una aubunidad p 
de una intepina que plll"ticipa en la fuúón de loa pmetoa (4 y 14). 

Tl1Ul8Ítorioa de ca•• y o.:ilaciona de [ca>+J, son una c:arac:teriatica común de la respuesta 

de cBulu aomáicu a un amplio ranao de aeftalea intra y extracelularea. Posterior al 9Wlllto de 

fusión .. inicia - el óvulo f'ecundado una onda de incr•nento en la cca>+J,. justo en la zona donde 

ocurrió la ftaúón del espermatozoide. El inicio de ata onda tramitoria de ca>+,, puede tomar 

desde aeaundoa, en el óvulo de Mmater, huta minuto• en el de ratón. Este retraso, que SUJIÍ­

una re.cción enzimitica o limitaciones de diftaúón. está determinada por el apermatozoide (40). 

Cuando el espermatozoide ae fuúona con el óvulo incorpora todoa aua MIJUlldo• --.;ero., 

~ y úatemu de transporte iónico. Durante la fusión suceden cambios drástico• en ambas 

c:eJulu; inicial...ne el espermatozoide ae hiperpolariza hacia el potencial del óvulo y deapu'9 el 

óvulo ae depolariza. Eatoa cambios de potencial pueden modular canala en el eapennatozoide. 

19 



que .._.. • .,..,. del ówlo. ui c:omo también los propio• del óvulo, c:omenundo lu calC'edH 

de......_ que inic:iman el deurrollo (40). 

LS.- FUSIÓN DE MEMBRANAS: 

Lu o61u1as ~o.....-- aa• ...,.cioa acuo11c>• c:on el objeto de com~ 

aa interior. deben fbaionar aa• nMmbnnu para poder mezclar aa c:ontcnido. Por ejemplo el 

espermatozoide c:on el óvulo MI fbsionan para loarw la fecundación. Lo• estudio• mú detall.to• 

de nwcaniunoa moleculares de la fbaión de ---. • han tomado de la fbllión de al¡pmo• 

virus con la célula huésped. Sin embarao aunque exilten diferenciu aianiflcati,,.. en la fbaión de 

célula a célula euc:ariótica. lo• principio• búic:o• y aún detalles mec:ánic:o• pueden ser lo• mismo• 

(4). La mayoria de lo• evento• de fbaión de_._. involucra lu membrana dentro de una 

núuna ~ y esto• procese>• • han ntudiado intensamente. Se Abe mucho meno• - de 

los nwcani111110• moleculares de fbaión entre lu membrana de do• células. Lo• mecanismo• de 

esta fbaión de membrana todavía no eltán bien claro•; ain embarao en el presente • cree que 

existmt al_. siete puo• distinto• : l•lclo. acopla•lealo de •-bra•a. -•ladO fadmo de 

_......_ •acla de lfpldolprotef•a. apntlll'll chl.,.... de ftl•l6•. a•pUacl6• del...- de 

ftul6•. ~ ••d8Clo del -••••Ido (56). A c:ontinuac:ión •describen alauno• de esto• pallOS: 

e).- Ac:ggi...u.o y contacto intimo - En aJauno• siltemu durante la fbsión de membrana no 

hay acoplamiento( i.e.: neutróftlo• y mutoc:itos). En otro• aistemu c:omo en el panunec:io. 

durante la delCu'p de tric:ocino• y en la -oc:itosi• de p-ánulo• c:ortic:aln del óvulo de erizo de 

mar. los .,....o• secretorio• ya están en c:ontac:to muy c:erc:ano c:on I• membrana (< 5 nm). En la 

unión naaromusc:ular de la rana aparecen vesículas aináptic:u que • alinean en zonu ac:ti,,... 

Tambim en munfféro asten esta zonu activa donde lu vnfc:ulu aináptic:u se acoplan (57 y 

58). Aunque el acoplamiento de membranas n un requisito para I• fbaión,. no nec:euriammlte 

conduce a la fbsión. En lo• pmeto• la unión c:on el óvulo oc:une en espcnnatozoid- tratado• con 

do• di&rent• antic::ucqx>S monoclonales. sin embalso la fbsión no .. realiza (56). 

b).- Pom• de tbljón: Durante la fbsión de~ biolóaic:u MI fonna un poro de fbsión 

medible por experimento• de c:apac:itanc:ia de célula entera ( 4 y 56). En experimentos a IN!ja 

temperatura MI Jopó ver que la formación del poro de fbsión fbe creciendo c:ontinu.-te y no 

abruptamente c:omo sucede en canales iónic:o•. En mastocito• la c:onduc:tanc:ia inicial del poro de 

ftasión •de 50 • 1500 pS. El diámetro calculado del poro inicial es de 1-4 nm (56). La formación 
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del poro de ftni6a a ,_.¡ble. es chlcir, el poro de fusión putde cerrane, un fenómeno conoado 

como flucn•eciM. En la ftlsión del óvulo con el espermatozoide también se ha detectado la 

fbrmac:ión -.ible del poro de ftaaión (56). Una conc:luaión a-al entre loa inveatiaadorea es 

que la ftni6a de .....__ biolóaicas ea~ mediada por proteúlu, pero poco se sabe acerca de 

laa proa.mu que median la mayoría de reacciones de fusión biolóaic:a (56). Muchas proteínas 

~ • han pn>pueato como proteínaa de fusión en la -ocitosi .. tráfico intracelular y 

tninami9i6n llÍn6ptic:a (56 y 57). En alauno• sistemas como liberación de veúculu exocitóticu la 

protefna de ftlaión mólo está en una de las dos membrana. El hecho de que laa proteínas de ftasión 

neceaitml 96lo eatar .,.._ies en una de lu dos membranas, sianiflca que loa lípidoa mismos 

pueden _. el blanco pua la filaión de membranas biolóaicas mediada por proteínas (56). La 

aposicióa de .._..._ lipidicas est6 sujeta a filen.u de repulsión por hidratación; ain embaq¡o 

Upidoa con blt,ia hidratación promueven la filaión (i.e.: foafittidiletanolamina). Debido a que loa 

Upidoa hidraudoa • repelen a conu distanc:iaa, se debe desarrollar preaión en la repón de 

aposicióa (56). S. ha propuesto y probado un mecanismo para la ftaaión de bicapaa lipidicaa el 

cual puede t- relevancia en la fusión biolóaic:a. En bicapu lipidicu plana ae lopó ver ~ 
la ftasión de laa monocapu extemu. en el seaundo y subsecuente puo ae completa la fusión de 

lu mo-.pu-- (56). 

S. Abe por experimaltoa de difracción de rayoa X y RMN que existen uea formas 

molec:ularea de loa componentes de lipidoa : conos (i.e.: foafittidiletanolaminaa y cardiolipinaa en 
la p~ de io- Ca2+), cilindros (i.e.: foafatidilcolina), y conoa invertidoa (i.e.: 

liaofoaftltidilcolina). Loa conoa tienden a formar preferentemente micelas invenidaa, loa cilindro• 

bicapaa y loa co- invenidoa micelu. Las formas de lipidoa en monocapaa tiend- a f­

curvaturaa ~- Loa cono .. cilindros y conos invenidoa forman curvaturas neptiva. cero 

y positiva ~- La filaión de bicapas lipidicas es muy aemible a la curvatura 

eapont6nea de - constituyentes (545). 

La tenaión mec6nica, hidratación y curvatura eapon"'-a de las membranas biolóaicu 

pueden ~ por todoa loa componentes encontrados en laa n.mbranaa celulares. Laa 

protefnaa pued-. intel'llctuar con lipidos para cambiar la curvatul'a eapont61Ma,. repulsión y 

tensión, ya ... directa o indirectamente a través de actividad enzimátic:a (56). 
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L6.· CANALES IÓNICOS: 

La bic.pa lipKlica. que constituye la parte estruc:tural más imponante de lu membranas 

biolóaicu. permite el puo de no elec:trolito• de acuerdo con 111 constante de panieión en ella. Sin 

embarao la bic.pa es una barrera -aétiea muy e&ctiva al puo de moléeulaa eal'IJlldu. Existen 

en las ---. biolóaieaa moléculas que 110n eapac::ea de fiM:ilitar el paso de iones tanto a favor 

como - contra de 111 padiente elec:troquimico. Eatu proteinaa de memb..- permiten que la 

célula pueda s- y utilizar la uimetria en la compo9ición ióniea entre loa distintos 

compan¡_.oa celulares (59). Las proteúlaa de rnembru. que truaponan iones a f"avor de 111 

aradiente electroquúnico M conocen como acarreadores y canales. Cuando el transporte se lleva a 

c:abo en contra del poteneial eleetrc>quimico ea mediado por bombas. Este transporte implica pato 

de -ata (59). 

Loa c:analea iónicoa son proteúlaa intrinsec:u que atraviesan la memb..- celular formando un 

·poro hidroftlico (fla 3), a través del cual se c:ataliza el flujo de iones (59 y 61). La id- de que lu 

corrientes iónieaa estaban mediadas por eatruc:turaa como poros file prinwnunalte 111_.nda por 

Hodpin y Keynea en 1955 (61). 

El transporte de iones a través de loa c:anaJea ea muy efteiente, alcana6ndose de 1 O" a 1 O" 

iones ... -• con una ftlerza electromotriz de 100 mV. Esta efteieneia .. ~a llo9 de la aran 
mayoria de las enzima solubles, incluso lu mú r6pidu, como la anlüdraaa carb6niea cuyo 

núnwro de reeambio .. del orden de lxlO' aea:'(59, 61 y 62). 

Los acarreadores por 111 parte tienen una eftlctividad de transporte varios o...S- de 

mapitud menor que loa canales, y alaunu ATP .... sólo mueven del orden de 100 iones sea·• 
(61). Esta caracteriatiea ha permitido el desarrollo de eatrateaiu ~-que pmmiten 

ob.-var la -UYidad de un solo canal tanto in viW> como reconstituido en membrana modelo. 

Loa canales eftlctúan el flujo de iones selectivamente, y la célula repta tman.lte este ftujo. Los 

canala aoa eapedficoa pana un ion; 111 -latura .. basa en el nombre del ion que transportan 

mú efteimlt.-te en condieio.- fisioló¡¡icu, existiendo canales de Na•, de Je+, de ca>+, de CI", 

etc (62 y 63). Loa eanalea se pueden clasificar con bue en la manera en que IOft replMoa por la 

~ existiendo canales: operado• por lipndo, por el vo~e, por ambos. por tenaión, por 

metabolitoa celulares, etc (59, 62 y 63). 
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Fia. 3 .- Modelo hipc>ÑtiCO de un c:....i iónico. E• un poro hidroftlico que pennite el flujo de 

i~ a ttavá de la bic:apa. ~ filtro de Mleetiviclad. compuerta. y -.or de voluge. 

Alau- canale8 esdn pco.iladoa en el lado extnlcelular, y puedml cont- 8itio8 de 

fo~ en el lado citoplúmico. Rcviudo en (59). 
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El fenó-IO eléc:trico llUl'8e cuando carpa de sisnos opuestos • ..,..._ y pueden moverse 

~e. A cualqW.. ftujo neto de carpa .. 1e llama comente (1). Loa tlujoa iónic::oa a 

travá de loa canal99 producen conientea eléc:tricu ·que pueden medine, la unict.d de medida de la 

corriente ea el Amperio (A). Conaiclsando que un c:anal deja paur del orden de lx 107 iones aes· 
y que l Coul - 6.24xto•• carpa elementllles, entonc:ea 107 iones - 1.6 x 10-"'Coul. Sabemoa que 

un Amperio c:orreaponde al tlujo conatllftte de un Coul por lepllClo (Amperio - t Coul aes>. Por 

lo tanto la comente que pua a travn de un aolo canal ióaic:o puede.., mayor de t.6 x 10-12 

Amperios ea dec:ir 1.6 picoAmperioa (pA). Loa siatemu actualea para la medición de c:analea aon 

capacea de medir huta fhccionea de pA. Eato pennite aepir la actividad de un canal (59 y 62). 

Por la convención de Benjamin Fninldin la comente positiva tluye en la dirección del movimiento 

de ... earpa positiva, y una comente el'6c:triea .. dice que tluye deade .. polo positivo al 

neptivo. Al elec:trodo positivo ae la llama jngdg y al electrodo neptivo Gálsldg._Tomando cata 

convención loa anionea tluyen hacia el ánodo y loa eationea hacia el útodo (62). El t.....no de la 

corriente .. determina por la diferencia de potencial entre loa electrodos y por la conductmlcia 

elM:triea de la solución que separa loa electrodo•. La diferencia de potencial .stre do• punto• que 

..un MplU"lldoa por un aislante ea mú pande que la diferencia entre doa puntos separados por un 

conductor. Una di&rencia de potencial existe entre el interior y el ext.-ior de laa células. Eata 

clif'erencia .. expresa como voltaje (V), AV ó Em, y •mide en Volts. La düllnncia de potencial 

a travá de la célula que ae conoce como potencial tranamembranal, ea tfpicanwnte de 30 a 90 mV 

neptivoa en el interior de la mayoria de c:élulaa animillea (64). Esto implica que el potencial eae 

desde eatoa valorea a cero en el interior de la membrana, que ea una zona hidrofóbiea y de bltja 

conatante dieléctriea. 

La conduc:tancia eléctriea (G} ea una medida de la facilidad para el ftujo de corriente entre 

doa puntos, y • mide en siemaac:ioa (S). El reciproco de la c::onduc:tancia .. la resilltencia (ll), .. 

mide en ohma (CD). La corriente a travn del canal aewalmente obed- a la ley de ohm (62). Eata 

ley eatabl- que: la comente que pasa a través de un conductor ea dinla.....ae propon:ional a 

la tberza electromotriz (voltaje), e invenamente proporcional a la reaiatenc:ia 1-V/R.. La ley de 

ohm tambMkl puede eac.::n"bine en término• de c::onductancia : 1 - G V (59). La conductanc:ia .. 

puede ~ aacando la pendiente de la c:urva 1 va V, y ea y - 1 /( Em- Ei) , donde Em ea el 

potencial tl'UUllMlllbnna y Ei ea el potencial de equilibrio del ión trmuponado el euá1 .. puede 
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c:.lc:ular con la eculldón de Nemat. Esta ec:uKión • reviwá det~ en la MCCión de 

Mi6todos (59, 62 y 65). 

o.bido a que los canales .on moléculas muy eftc:ientes para el ftujo de iones. deben estar 

&-. ~ u realizaran su aetivict.d de -. clneontroblda podrían produc:ir 

flc:il-.te nmene celular. En todos los tipo• de canal el cf"ec:tor M:túa sobre la c:ompuena del 

canal produc:iendo un Clllllbio c:onfc>nnKional en la molécula que produce la apertura o eierre del 

poro. El Clllllbio c:onfonnaeional se puede induc:ir por c:ambios en el poteneial de membrana, por la 

unión de un lipndo o por estimulo meeinic:o. La probabilidad de que el canal esté abierto 

dunmle .a timnpo total de reai•tro se eonoee c:omo probabilict.d de apertura (Po). En los reaistros 

de canal únieo la Po .. puede obtener fieilmente y nos permite c:onoeer los poliblea cf"ec:tores 

(59). 

D.- ANTICC&D&N'l'ES : 

No ob91ante la riqueza de informaeión que existe indic:ando la panic:i.,_:ión de canales 

iónicos - la ftüolop del espermatozoide, ea poc:o lo que se sabe de ellos. Esto puede deberse .i 

tamafto reduc:ido (4 x 2 ¡.un), a la f'orma elonaacla y a la movilict.d del espennatozoide que"­

el ~ elecaoftuolóaic:o de ello• téc:nieamente diftc:il. Sólo poc:os repones .. han publicado 

IObrw la actividad de canal individu-1 en el espermatozoide de mamif"el'o. Un canal de 

c:onduetancia de 130 pS en 0.1 M de NaCI se reailltró .i -areaar membrwa que c:ontenlan una 
protelna parcialmente purifteada de l lo kDa del espermatozoide de humanos, a bieapaa lipldieu 

(40). Otros dos canales de ea>+ teniendo c:onduetanc:iu de 10 a 20 pS y SO a 60 pS se han 

de9crito - bic::apu formadas en la punta de un mieroelec:trodo apanir de liposomu conteniendo 

.._.,_. de eapennaaozoide de eerdo. El canal mú pequefto .. bloqueo parcialmente c:on 

nitnndipina y verapamil~ y completamente c:on o.s mM de La ... Existe otro repone de un canal 

c:aliónic:o no muy selec:tivo, independiente de voltaje de espermatozoide de c:erdo, obtenidos ya 

- de la cola del epidldimo o rec:ientemente cyac;uladoa. Dic:bo canal .. b~ por Verapamil (1 

mM) y SO pM de N"atnndipina y Rojo de Rutenio (15). ~este mismo pupo obtuvo 

reaistn>S de un canal de 10 a 20 pS permeable a ea>+ que se bloquea c:on pM de Dihidropiridinu 

(DHP). Aunque la dependeneia de voltaje no ea muy mareada se identiftcó c:omo canal de Ca2+ 

tipo L, el c:u.i podría panic:ipar durante la RA (68). 
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El ÜICl-O de [Ca .. ), en el eapennatozoide ea flandamental para que ocurra la RA. este 

f'enómelao • clependiente de Ca:z+ externo y .,..._ ocurrir a través de canales iónicos específicos. 

ya que ...._.,..¡ .... de canales de Ca2
• inhiben el incremento en la [Ca2

·), y la RA. Además. en 

~ de ..-.brw plumática de espermatozoides de toro y de carnero M han identificado 

aitios de unión de alta afinidad a la dihidropiridina PN200-11 O. que bloquea los canales de Ca2
• 

repl8doa por v~ (67). Por otro lado, existen evidencias que susieren la participación de por 

lo - dos viu ele tranapone para ca•• durante la RA inducida por ZP0 tanto en erizo (96). 

como en ratón (95). La primera via produce elevaciones pequeftaa y tranaitoriu de ca•·, en la 

zona de la cabeza del espermatozoide. Parece que em via no es dependiente de voltaje y es 

~ Mlectiva. ya que conduce otros cationes dívalentes además del Ca:z+. El seaundo canal 

medía eleYac:iones de Ca:z+ sostenido, y es fannacolósic:amente muy parecido a canales voltaje 

dependientn tipo L (95). 

Se ha ..._¡do que la exoc:itosis acrosomal en el npermatozoide de mamíf'eros involucra 

-aundos --;eros y cambios en la permeabilidad de la rnenab..- plasm6tíca (66). También hay 

evidenciu que índícmi la participación de proteínas G en los mecanismos de transducción que 

disparan la RA. ya que tanto el incremento de [Ca2·1, como el de pH, producidos durante la RA. 
son inhibidos por toxina pertusis (47). Reforzando lo anterior. se han encontrado en el 

espennatozoide de perro miembros de la familia de receptores olfatorios que eat6n acoplados a 

proteinaa G (26). El papel de estos receptores es desconocido pero podrian estar involucrados en 

la rapue91a del espennatozoide a loa componentes del óvulo. probablemente por quimoatrac:c:ión. 

También existe una ref'erenc:ia que apoya la presencia de un canal de K• activado por 

Ca:z+en el eapennatOzoide de hánuter. Este canal se bloqueó con c:aribdotoxina y con es•. Ambos 

aamttea inhibieron tambim ta RA (17). 

Se han -..tracio canales de c1· en el espermatozoide de cerdo y carnero. que son análo11os al 

receptor a GASA presente en neuronas del sistema nervioso central (23 y 47). Recientemente M 

reponó que la r6pida re.puesta en el espermatozoide humano inducida por proseaterona, puede 

involucrar int.-.cc:ión de esteroides con un canal de c1· receptor de eateroides. parecido al 

receptOr a GASA (47). 

llec:ientenMDte también M demostró que el receptor de IP, (RIP,) em presente en la 
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......,.._ ecro--i. ........- .. poable participación en la RA inducida por la ZP, no está claro 

(22). 

Fu9ionuldo aa.-to• de nMmbr.- plumática del espermatozoide de ratón a bicapaa 

lip(dic:u,. .....aro pupo clelectó un canal de Ca .. dependiente de~ de conductancia alta (381 

pS en 125 mM de KCJ. 25 mM de BaC'2). El canal .,...._. en el estado abierto a Em 

ne¡ptivo9. Mueacra ...,._adoa de conductwia a Em > O • y ti- una pobre relación de 

.,......,ided entrw c:ationn divalentea y monovalentea (P,,_/P"'-t) (69). El canal de 

condlactancia alta tambWn ae ha observado usando cmec:i-te eapennatozoidea en bicapu 

pluuaa y • aimiJar a un canal de Ca.. que M reai ..... al ftnionar membrana plumática o 

...,._.aoZIDidea de cloa eapeciea de erizo de mar a bicapu plaMa (69). Tambim .. deacribió un 

canal ...,.ado - IMlllbrma de espermatozoide de cerdo (15). Ea int......,.. penaar que este 

canal puede _. imponante en la fiaiolo1Pa del espermatozoide, ya que atá presente en eapeciea 

~tan diatantea (69). 

~e nuestro pupo haciendo cxpcri...noa en bicapaa planu. lo1Vó el reaiatro 
de trea tipoa de canal• iónicoa aputir de memb..-s purific:adu del eapennatozoide de ratón: 

uno de loa canaa.a ea de conductancia IV8ftde (350 pS). aelec:tivo a ca>+, • bloqu- con Rojo de 

Rutenio •el ranao J.LM y,._.. aubestadoa de conductancia. Eate canal ea muy parecido a uno 

,,,_._.. reportado por nuestro miamo pupo. Otro canal • de 103 pS. Mlectivo a cationea. 

.,.._.. un 1Ubeatado de 51 pS. Eate canal. que ea pobranente aelectivo entre cationea 

monovalentea. ae preaentó alpnaa veces con mucha actividad (Po alta), y otru con muy baja 

actividad (Po b!Va). Por último ae detectó otro canal aelectivo a anionea de 81 pS con alta Po 

(78). 

Como - cM:oaanv>a anteriormente la f'orma y tamafto del eapennasozoide maduro "-1 

di8cil el ..audio elec:UoftUoló8ico directo de aua canalea. Aunado a eato, ea una célula 

c:ompW•mrde clifilr-..cieda que ~de maquinaria para la .mteaia de proteúlu. Eato - hKe 

penur que loa ~ preaentea en la célula madura 1e proceaaron durante la ...,._copn..ia. 

Por todo lo antwiol', nueatro pupo decidió earudiar al eapermaaozoide - _..,.. mú t...,_. 

de IU ~ donde llÚll cona- maquinaria de ainteaia y laa ~ aon de mayor tamallo. 

Eato noa dio la poaibilidad de h8cer ~o• electroflaiofósicoa y de biololPa molecular de 

loa que obtuvimoa valioaoa reaultadoa. Recientenwate eacolltlanloa evideaciaa de que el sene 
27 
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uta • y un poco - at •• que coditlc:9n pua la 9Ubuniclad u de cwla de ca~ ~ 

..,........ ----- de w impol'tanl•- c6alas ~ (93). Reforzando .. 

_...., anterior .... única c:oniem• que - encoab'UOll - .... c:élulu - de bajo umbn1. 
c:iMdca r6pida • inec:tiYantea. E ... c:orrientea obtenidu en ~ de •pateh clamp• • 

.,......._ ectivaei6n • inM:tiVlld6ft pM9Cida a c:analea tipo T (93 y 94). AdemU eatu eorrient• • 

~por Dihidropiridina ~coa un IC.., - a. t J&M y con Ni~externo (IC.., -

150 ~- T.mbWn • reportó que•• c:-.1 tipo T • bloq- por Pimuicla lf,.IM y Amilorida 

0.5 mM. Estos compuatoa 90ft eonoeidoa antapnistaa de eorrienla T - c6lulu -*k:u. La 

RA • ~ - atoa 4 eompueatoa y a atu c:oncentnciones en apennatozoida de ratón (93 

y94). 
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m.- OBJETIVOS 

.- Estudiar la interacción del esperrnatozoide completo de ratón con bicapas lipídicas planas 

mediante la incorporación de canales iónicos. Las bicapas son detectores muy sensibles de 

canales individuales. por lo que la interacción del espermatozoide y la bicapa. medida a 

través de la incorporación de canales iónicos a ésta. es un nuevo modelo para el estudio de 

la interacción entre gametos. Esta estrategia permite estudiar los canales de células muy 

pequei\as, diticiles de estudiar por "patch clamp", además quizá permita estudiar algunos 

de lo mecanismos de fusión. 

a).- Determinar la relación entre la RA y la incorporación de canales. 

Sabemos que después de la RA la membrana del espermatozoide se vuelve más 

fusogénica (20 y 4). Sospechamos que durante la transferencia de canales suceden 

eventos de fusión. Por lo anterior probamos si el % de RA influía en la eficiencia de la 

incorporación de canales a la bicapa. 

b).- Caracterización general de los canales incorporados: 

b. I) Conductancia. 

b.2) Selectividad. 

b.3) Dependencia al Voltaje. 
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IV.- MATERIAL Y ~TODOS: 

JV.1.- MATERIAL atOLÓGICO: 

Los eapennatozoidea M obtuvieron de ratones CD-1 mayores de 16 semanas realizando el 

aipiente protocolo. 

1.- Sac:ritlcio del ratón mediante luxación de la vénebraa c:ervic:ales. 

2.- Extl'lleción de los espermatozoides de la cola del epidldimo, haciendo disección del testículo y 

epidldimo. 

3.- Dilución y aaitac:ión ... ve en 1.5 mi de medio M-199 (Merk) pH 7.4 para permitir que los 

espennatoD>ides salpn de los conductos del epididimo. 

4.- Se deja sedimentar durante 5 minutos. 

5.- Se recolec:tan solo o.a mi de la superficie loJP"andO con esto obtener los espermatozoides de 

mejor movilidad. 

6.- Se capKitan durante 60 mina 37ºC, en medio M-199 (aiama) 

7.- Coonlinado con el puo anterior se prepara un llflldiente de Percoll al 509.4 (1 mi de PercoU. 

0.2 mi de medio de Green IOX y o.a mi de aaua destilada; .. centriflapn a 12000 G por 25 min. 

De esta _. el andiente ~ listo cuando la caPKitKión de las células termina. 

a.- Se extne 0.6 mi de los espermatozoides capacitados, .. colocan con cuid•do en el JP"&diente 

~ fonnado y M centriflapn a 325 8 por 10 min. 

9.- Se forma una banda bien definida de espermatozoides aproximadamente a la mitad del tubo. 

Estos espermatozoides M tratan de recuperar en su totalidad y con mucho cuidado, para no 

destruir el JP"&diente. Se debe evitar sacar mú de 0.5 mi de volumen. por que ai tomamos más 

volumen M obtiene más Percoll que células. 

10.-Los espennatoD>ides ui obtenidos• lavan en 1.5 mi de medio de Green IX a 300 G por 5 

min. 

11.- Se ..-..pende en medio de Green y se toma una muestra para contar las células. 

12.- Se hKe la dilución necesaria para tener de 1-3 X 10- células/mi. 

13- Se lulcen dos alicuotas una con 1.5 mM de Ca2
• y otra ain este. 

14.- La alicuota ain Ca,..es para manejar condiciones de baja RA. y• prueba primero en la bicapa. 

15.- La alicuota con Ca,..M deja para inducirle la RA con 15 pM del ionóforo A23187. 
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16.- Anles de probmr la~ .. lu bicapu 1e toma una nuntra y se fija en formaldelúdo .i10 

% para~ com... el% de RA. Esto se hace también .i finalizar el experimento. para 

vw cum110 eumenta la llA a tnvn del tiempo. 

•>- Y--e•ee MI Y'Q del PKcqU "1' ccntriftapr con p11fli•nt• de dcnaidad· 

El Percoll est6 fOnnado de paniculaa de sílice coloid.i de 1 S-30 nm de diimetro cubieno 

con poliYinil pirrolidona (PVP). Puede formar andientes en el ranao 1-1.3 ar/mi, y es 

complet-.te at6xico para las células. Por tener una muy baja presión osmótica f"omw 

pmdimltes de denüdad que no afectan osmóticamente a las células, y por su baja viscosidad la 

MparllCi6n de lu ~ 1e hace ficil y con cierta rapidez (71). 

IV.2.- PREPARACIÓN DE LA CÁMARA Y DEL MATERIAL DE VIDRIO 

1JTILIZADO: 

Dwmlte loa experimentos se utilizaron para t~ar tres diferentes copas hechas de teflón. 

la cuales .. lavatt.n riproumente con un deteraente liquido. friccionando con aJaodón; .. 

dejaban -juaaando durante toda la noche al chorro de aaua. Al otro dia .. lavaba 

~e con 11p& destilada y con etanol ab10luto. llCCÚldose con un chorro const.me de 

pa N"dr6aeno. Despuá 1e almacenaban en un recipiente prote¡¡ido del polvo huta m UIO. 

El material de vidrio usado para .la prepanáón y almacenamiento de soluciones y los 

8ltros. ~· lavado• y MeOS. 1e volvian a lavar antes de su uso ~o el aipaiente 

protocolo: 

1.- Tres - c:on 11p& bidestilada. 

2.- Dos - c:on 11p& tridestilada. 

3.- Una ves con etanol absoluto y se dejaba secar a temperatura ambiente. 

4.- Loa porta8ltros .. lavaban deapues de cada uso y ademú esterilizaban cada dos semanaa -

autocl&Ye. 

Lu punta de la pipeta que se usaron siempre_._ nuevas y • panlaban ddridamento 

proteaidaa del polvo. 

IV.3.- PREPARACIÓN DE SOLUCIONES: 

Lu soiuao- que • utilizaron en todoa loa experi...moa se realizaron con reactivo• do 

alta purm y con 11p& tridestilada Después de tener la soluciones a lu conc:entnK:iones y pH 

daadoa. .. filtraban -~ de papel para filtrar con poros de 0.2 J&M de diúnetro. 
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Posteriormente se almacenaban a 4 ºC hasta su uso. además du..-ante el experimento las soluciones 

se mantenían en un termo con hielo. 

JV.4).- PRETRATAMIENTO DE LA CÁMARA: 

Una vez que se tiene limpia la copa donde se pinta..-á la bicapa. se le debe hace..- un 

tratamiento antes de utilizarla. Este "p..-et..-atamiento" consiste en lo siguiente: 1.- aplica..- una 

sotita de lipido sobre el aguje..-o. Este paso es imponante debido a que si ponemos lipido en 

exceso, las bicapas que se fo..-man tienen capacitancias muy bajas. lo que significa que son gruesas. 

Esto af'ecta por que cuando un canal se inco..-pora no atraviesa la bicapa, y como consecuencia no 

puede conducir. 

2.- El lípido se seca con un flujo suave de gas Nitl"ógeno durante 3-5 min, esto se hace para evita..­

quo el lipido se Ollado. El flujo es suave para que el lípido permanezca sobre el aguje..-o cuando se 

seca. 

JV.S).-PREPARACIÓN DE BICAPAS: 

Los lfpidos al esta..- en contacto con el agua. y poi" sus caracteristicas antipáticas tienden a 

formar cienas estructuras definidas. Las moléculas de lípidos se acomodan de tal forma que 

orientan sus cabezas pola..-es hacia el agua. y "esconden" sus colas hid..-of'óbicas. La geometria 

final dependo del tipo de lípidos. y su concentración en el agua. Ellos pueden formar bicapas. 

liposomas y micelas (72) . Una bicapa lipídica se define como una .capa doble de lipidos en un 

ambiente hidrofilico, que se acomodan dejando las colas de ac. g..-asos de una capa en contacto 

con las de la otra. para p..-otegerse de la fase acuosa. y dejando sus cabezas hidrofilicas en 

contacto con el agua Fis 4 (72). Desde hace tiempo se ha utilizado la técnica elecuofisiológica 

de bicapas lipídicas planas como henamienta pa..-a estudiar los mecanismos moleculares que 

replan los canales iónicos. Estos experimentos se han ..-ealizado principalmente a través de la 

reconstitución de canales en memb..-anas y logrando su incorporación en bicapas lipídicas planas 

(70) . Con esto se loara aislar la molécula de un solo canal. del resto de la maquinaria celular para 

f'acilitar su estudio. Las bicapas lipídicas planas es una técnica electrofisiológi.:a muy poderosa por 

que provee la posibilidad de controlar el tipo de soluciones a ambos lados de la bicapa. el 

contenido de lípidos de la misma. permite medir la corriente que pasa a través del canal ya sea 

corrientes macroscópicas o corrientes unitarias, se pueden poner f'ácilmente sesundos 

mensajeroso sustancias que puedan modular la actividad del canal (59). Las bK:apas son 
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Fis. 4 .- Fonnación de la bicapa .- Aquí se muestra c:ómo se forma la bic:apa en el poro 

hidrofóbico. Una vez colocada la dispersión de lipidos y solvente en el orificio, f"onna una capa 

que se empieza a adelgazar hasta que las monoc:apas que están en contacto con la solución acuosa 

hacen contacto, esto da lusar a una bicapa lipídica. Se puede ver c:ómo el solvente migra hacia el 

anulus. En el lado derecho se observa una amplificación de la región de contacto entre la bicapa y 

el poro. 
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detec:tores muy aensibles a canales individuales. Esta estrategia permite estudiar los canales 

de células muypequeftas. diftciles de estudiar por "patch clamp". Las bicapas se hacen en una 

cámara de teOón con dos compartimentos llenos de solución y con una capacidad de 3 mi en cis 

y 2.5 mi en t:.r•n•. uno de los companimentos tiene un agujero de 200 a 300 µm. es aquí donde 

se pinta la bicapa que separa los dos companimentos acuosos. Con estos diámetros en los 

agujeros se logran bicapas de 200-350 pF de capacitancia. Por convención al companimento 

donde se depositan las membranas o células y se aplica el voltaje se le llama cis. El otro lado se 

le llama t:.ran•. y está conectado a un convenidor corriente-voltaje y a tierra. Para conectar tos 

compartimentos de la cámara con el sistema electrónico . se emplean puentes de agar al 2 'Vo 

sumergidos en solución 2 M de KCI. para disminuir la posibilidad de que se formen potenciales de 

unión líquida (64 y 72). La corriente debe transforrnarse desde un flujo de electrones en et 

alambre a un Oujo de iones en solución. para esto se utilizan electrodos reversibles de As/ AgCl 

(64). El lípido que se utiliza es difitanoitfosfatidilcolina dispersa en n-decano (20 mg./m 1). Es un 

lipido neutro. y de origen sintético que se caracteriza por ser muy fusogénico y diftcilmente 

oxidable por que carece de dobles enlaces en sus cadenas hidrocarbonadas. 

Una vez conectada ta cámara adecuadamente. con una punta de pipeta reconada se aplica 

un poco de lipido en el poro para formar una bicapa ("se pinta"). A través de los aparatos se sigue 

el estado de la bicapa. particularmente con el osciloscopio medimlte la emisión de un pequefto 

pulso cuadrado. fig 5. Principalmente se observa ta capacitancia (C). debido a que este parámetro 

nos puede indicar el espesor de la bicapa (la capacitancia es directamente proporcional al área a ... 

membrana e inversamente proporcional a la distancia que separa las dos capas que forman la 

bicapa). Una vez que se tenga una bicapa estable con una capacitancia de al rededor a 250 pF se 

procede a darle pulsos de voltaje de± 100 mV para probar que no tuviera "anefactos". Sólo si se 

obtenia una bicapa sin "artefactos" se iniciaba el experimento. Cabe mencionar que le llamamos 

"artefactos" cuando en la bicapa se produce actividad espontánea de canales. Esto puede deberse 

a varias causas: por contaminación de tas soluciones. del lipido. por lavar mal el poro. etc. 

Una bicapa delgada se ve oscura a simple vista debido a que refteja poca luz. esto se 

debe a que el espesor de la bicapa llega a ser menor que la longitud de onda de la luz visible 

(2.5-5 nm.). Por lo anterior con frecuencia se les llama bicapas negras (70 y 101). 
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IV.6).• &IAllORACIÓN DE PUENTES DE AGAR: 

Los puent• de 118111' • elaboraron con pipeta Put- de vidrio que ~ un 

diúneuo interno de 1.4 mm. Lo• capilares de vidrio .. doblaron con calor d6ndol• ~ f'orna de 

•u• y• c:ortaron con un Jjpiz de punta de diunllnte, quedando con una lonalitud de - 2.5 c:m. 

Deapuft .U-"an con 118111' caliente al 29"' en 10lución con KCl 2M evihlndo la f'onnac:ión de 

burbuju de .U.. Po.tcriormente lo• puentea .. enftiaban, .. limpiaban y .. almllcenaban en 

.aluc:ión de KCI 2M a 4°C. Lo• puentn de 118111' contri~ a ftitar que .. f'onncn di&r.neiu de 

potencial entre los dos electrodo•. E .... dif'crcnc:iu c:onocidaa como potencialn de unión lfqWd.. 

• f'onnan cuando lo• electrodos están en contacto con .aluc:iones de di&rente concentnción 

(72). 

IV.'7).- PREPARACIÓN DE LOS ELECTRODOS: 

De los elcc:trodoa que .. uaan en expen-toa clectroftliolóaicoa. loa mú - 10n 

loa Aa/AaCI. que consisten de alambrea de Aa c:ubienos con AaCl (64). Para ....,_.... loa 

elcetrados • aipió el lipiente protocolo: 1.- A una pila de 1.5 Volts tmnafto C .. le aold6 en .a 
polo ncptivo una reliatencia variable, a su vcz la reaiatenc:ia tenia conectado UD alambre cuyo 

cxtawno libre era de plata. En el polo positivo .. 10ld6 un allllnbre con un cmim6ll - el ouo 

-trwno. 2.- En un va.a de precipitado ac coloca aproximadamente 25 mi de una 10lución de 

HCI lM en la que• llUlllel'8e el alambre de plata que cad soldado a la pila. 3.- en el caim6n ac 

coloc:a el electrodo de plata que va a clorurane, el cual debe estar t~ limpio y -atado 

f'ormando un capiral. esto con la finalidad de .._..... la auperftcie de contacto. El electrodo 

tmnbim ac 8UlftCl'8e en la nüama 10lución. 4.- Poco a poco ac va abriendo la reaiatcncia variable 

huta que empiezan a producine burbujas en el alambre de plata que__. IOldado. De esta-. 

el CI empieza a ftuir h8eia el elcc:trodo para reaccionar y f'ormar una peUcu1a de AaCl que 

p111latinemmte lo va recubriendo. Ene proceso .. realiza durante 15 nün aproximaclanwlt. El 

electrodo ya clorurado toma un color casi ne¡po. Cuando UD electrodo empieza a v.- de color 

piúceo o con manc:bu claraa • acllal de que debe volvwac a cl01111111'. Eno auccde pon¡ue con 

el uso la capa de AaCl • va clnpatando, por ella ramn loa electrodos M deben clorunr con 

cierta ftecucncia. Este tipo de elcc:trodoa fianciona rwvwaa"bl......., .. decir li los elec:tra.a 

fluyen dndc el alambre de cobre h8eia la pellada de AaCI a travá del alambre de plata, el AaCI 
ac ...,.... en itomoa de Aa y el ion c1· ac hidrata entrando en IOlución. Si los~~ 
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- la dirección contraria loa •- de Aa que e9tút - .. alambAJ de Aa donan un electrón por 
Momo y• eombinen coa "'- CJ" que e.u en la 90luci6n pua fbnnar A,aCI. 

<&l %.et ,. ., AACI + electrmu 

Por lo alllerior • ._ - como electrodo•~ ya que la corriente puede 8uir en unbu 

~(64). 

IV.8).· TIPOS DI! SOLUCIONES lJTILIZADAS: 

Dunnte loa ~o• .. utilizaron laa aipienta aolucioaes y medioa: 

Soh"iñn 1: KMeso •• JOO mM; EGTA. 2 mM; Hepa-K 5 mM; pH 7.4 . Easa aolución .. utilizó 

,,.... pinhu' la bic:apa en condicionea aimlkricu. 

Soh"ión U : NaCI. J40 mM; CaClz. 2 mM; KCI. 4 mM; Hepes-Na. 5 mM; pH 7.4 . La .... P'de 

aoluci6n .. utilizó c:uando .. depoaitaban ... célula. 

&+"iñn m: BaMeso •• 5o mM; Hepes. 5 mM; pH 7.4. Utilizada.,.... probm' ai e1 c:....i 

U'Ula&rido tnmapOrUba caiionea divalentea. 

Medjp de QrMo.- Cona-: NaCI. J40; KCI, 4 mM; Glucoaa,. JO; Hepes 25 mM; pH. 7.4. 

Medjp M-199 (Sqpna).- Conti- ... aipi.u .. Ala: NaCI. J09; NaHco •• JO; KCJ. 4.77; 

KR:aPO .. 1.19; MaSO .. l. J9; cae~ J. 7; H .... 25 mM; IAeCato de Na 3. 7 µl/ml (60%}; ~ 

J .,.,mi. Adem69 __. enriquaido con albúmina. amino 6cidoa y vjtamjlMa; pK. 7.4 . 

IV.,).• SISTEMA DE PERFVSIÓN: 

La perlbsi6n coll8iate en cambiar la aolución de alpno de los c:ompartilMllt09 de la 

C---. ~ en clr, pero manteniendo el voW- conatante. Dunince 109 ~ 

.. pel'fbncUa en do• ocuionea. Primero • pintaba la bic:apa en condicio.-s aillllilric:u coa la 

aoluc:i6n l. poat~e .. perf\and(a coa la aolución U para ......, laa c:aulaa. Cuando un 

canal .. Üleol'pOIÜa ae ..........,_ .,.... Jueao vohlw" a s-fiuldil" con la tolución m . Para que .. 

c:ambio de ~ ftlwa eficiente ae hacia con 8 a JO ,,_ el voiu- coaceaido .. el lado 

cl.s. y '--te para no romper la bic:apa. La Sa 7 aueacra el aiRema de perfbaióa m;uzw1o. 

Lujerinpa y ............ del .. _ .. cambiaban e.da 2 - y di..-iameate - ..,,.... de la 

aipeate manera: al terminar el ~. era veeee coa eaua tticfeetiladt y d09 - con 

etanol abaoluto. Al iniciarlo. d09 vec::e9 con eaua tric1rti•ec11 y una con etanol tbtloluto. 
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Inyecta --Absorve 

""'~? 

Fig 6.- Dibujo esquenático del sistema de perfusión util~o. Mientras una jeringa inyecta la 

solución que se va a perfundir. la otra va absorbiendo casi en la misma proporción. Con esto se 

diluye la solución original hasta eliminarse. Este dispositivo mantiene el volumen de la c:únara 

casi constante. 

IV. 10.- CUANTIFICACIÓN DE LA RA (Tinción de Coomasie).-
Las células se fijan en fonnaldehido al 10 o/o, y se guardan para al siguiente dia contar el 

% de RA bajo el siguiente protocolo:l.-centrifugar a 5000 x 3 min y resuspender en 20 µl de 

PBS, 2.- colocar la muestra de células en un pona objetos para enseguida secada con una pistola 

de aire, 3.- tei'lir en Azul de Coomassie durante - 2 min. 4.- lavar con PBS para eliminar el 

exceso de colorante, s.- agregar - 8µ1 de una solución de PBS + slicerol en proporción l : l sobre 

la tinción. y ademils colocar un cubre objetos con lo que queda lista la muestra para observarse. 

La cuantificación de la RA se hizo en un microscopio óptico utilizando el objetivo x\00 tanto en 

contraste de fase como en campo claro. Se contaron 200 células por muestra con lo que se 

calculó el % de RA de manera confiable. A los espermatozoides se lea indujo la RA con l S 11M 

del ionóforo de Ca2• A23187, y se contó tanto al inicio (10 min después de poner el ionóforo) 

como al finalizar el experimento. El acrosoma de las células no reaccionadas se tifte claramente, 

por lo que es fic:il distinguirlos de las reaccionadas en las que el acrosoma ya no aparece, tig 

lB.Las condiciones de baja RA consistieron en poner a las células en cero Ca2•y con 4 mM de 

EGTA. La solución de PBS contiene las siguientes sales: NaCl. 137 mM; KCl. 2.7 mM; N~4 
• 12.S mM; ~4• 1.4 mM. 
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F'18 7.- A23 l 87 .- Ea un ionóforo que intercmnbia dos W por cada catión divalente a través de la 

._..,..__ E• mis selectivo para el Ca,. que para ocro• cationes divalentn. Dos moléc:ulaa del 

ionófbro cubren a un catión para atravesar la membrana. E.co • puede '- porque po- una 

mperecie hidrofóbica. Este movimiento de iones • realiza obedeciendo el padiente 

electroqufmico del Ca,. (74 y 75) a).- Fórmula atruetural del A23187 b).- Diqrama 

aq-*ic:o de eómo .dúa un ..:arrador del tipo A23187. 

IV.12.- ESTUDIO DE LOS CANALES INCORPORADOS EN LA BICAPA-

Cullndo • incorpora un canal iónico en la bic:11pa. loa 9"llloa de apenura y cierre del 

~ - evident• al 11plicar una di&renc:ia de potencial ~ en experimentos en 

loa que M UN11 801uc:ionea aim«ric:u (i.e.: 801uc:ionn de la misma composición iónica a ambos 

lados de la bicapa). Tambiá ea evidente sin aplicar v~e cuando • utilizan 801ucio._ con 

cli&nnte c:onc:enu.c:ión iónica (andiente). La apertura del caml • dilltinaU• como un salto IÚbito 

en la coniente que pua a través de la bic:11pa. el canal permanece en el estado abMrto por un 

cim'to tiempo y •cierra. Cuando M aplica un~ poútivo, la c:onieale que paa a travá del 

canal abiato en ftanción del tiempo ea poútiva y M detecta como un salto hacia arriba. CUIUlllo • 

llplic:a un potencial ne¡¡alivo la corriente ea neptiva y M ob.-va como un salto hKia ~- Sin 

embm1Jo si estamos cerea del potencial de invenión, Er, (valor del potencial donde la corriente 

neta• cero), no hablá fluctuaciones debido a que eat6n en equilibrio loa i~ que fluyen hacia un 

IMo y otro del canal, por lo tanto la corriente neta ea eero. E.ca depende de la aelectividald del 

c...a y de las concentraciow iónic:u pl"elenta a mnboa IMoa de la biCllpL Pua encontrar el Er 

de un ion •A• M puede utilizar la ecu.ción de Nemat (r.viNdo en (62)): 
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Donde: 

Br=lltn~ 
&f lAlcia 

ll- Consbnte de los gases (8.31 S V C K"'mot- 1
) 

T - Temperatura absoluta 

F - Consbnte de Faraday (9.648 x 10• C mot·• 

z - Valencia del ion 

(A] tn - Concentración del ion dentro 
(A]out - Concentración del ion fuera 

IV.12 a).- Selcctiviclad: 
La selectividad es una característica importante de los canales, por que es esencial para la 

célula que posea düerentes canales iónicos que sean selectivos para dif'erentes iones. Sin embargo 

no existen canales que sean perf'ectamente selectivos (revisado en 62). AdemlÍS, el ión que 

conducen tnejor en condiciones fisiológicas es la base para la nomenclatura de los canales iónicos. 

Cuando un canal ea muy selectivo para cierto ion el potencial de inversión del canal es muy 

parecido o ipal al potencial de equilibrio de ese ion. En este trabajo encontramos la selectividad 

entre cationes monovalentes calculando los rangos de penn.eabilidlld en condiciones büónicas de 

acuerdo a una variante de la ecuación de Goldman, Hodgkin y Katz. (revisado en 62): 

PNac./PK.,,..= [K•] /[Na•] e<·EuFIRT) 

donde: Er, es el potencial de reversión del canal 

P. son las permeabilidades de los diferentes iones. 

También obsecvamos qué tipo de corriente producia el canal cuando no se le aplicaba 

volhtje a la bicapa. en esta situación la fuerza electromotriz la aporta el gradiente electroquímico 

de las soluciones, dependiendo de las concentraciones de estas • se puede determinar si el canal es 

aniónico o catiónico. 

IV.12 b).- Concluctancja - El valor de la conductancia de un canal en condiciones iónicu 

deftnidu es una caracteristica constante del mismo. Esto sirve como parúnetro para identificarlo 

y detectar su presencia en un experimento. Para obtener la conductancia de un canal iónico se 

deben aplicar diferentes potenciales eléctricos a través de la bicapa. se grafica el tamafto de los 
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..ito. de conienle - rapecto al voltlde aplic:lldo. La pmdiente de la curva determina la 

coo dlM"rri= Ullituia (y). El puntO donde la cwva CNZa el tlje de las X indica el Er del Clllllll. que 

- .. pulllO donde la COl'l'i9nle cambia de ...,. 
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V.- llSS1JLTAD08: 

V. J.- ltl!ACCIÓN A.CllOSOMAL.-

Durwlee lcM ~ pn>Nmoe célula lll8IMljMu en condici-. ct. alta. media. INü• 
y _,, INlia AA. J!9tO ClOft la ftnalidM ct. explorar la posible relación ..ue ace Cenól­

~ y la eSQsncia en la incorporación de canales iónico• a la bieapa. La llA. .. indujo con 

15 aaM de A23187. y• midió utilizando el m6todo ct. tinción con azul de Coomasie. dac:rito en 

la aeoc:i6a de M*odo9. Loa ~· que se obtuvilll'On tanto induciendo la llA. como en el 

caall'OI (llA apondw). lo8 c,.lifteamos en cuatro 8"'poa: 1) 14 z 4 %. n - 6; 2) 26 z 5 %,. n 

- 19; 3) 46 s 6 'K. n - 13; 4) 78 s 9 "'._ n - 47. Las c:Mulas control deapu46s de capac:itarfa .. 

.......,_.,o ea><-. 
V.2.- EXPEJUMENTOS CON BICAPAS.-

Como • -.cionó en la sec:c:ión de Métodos. loa experimento• • realizaron aólo en 

bic:apu _..,._ (CllPllCitancia constante de - 250 pF. y 1-2 pA de ruido. filtrando a 200 lb.). 

Prilmro • hacia el control para deac:anar que la bieapa tuviera tran.icionea de corriente uta9 de 

.......,. lu o6lulu. Un lljemplo de aros controles .. ilustra en la fia SA.) donde el trazo superior 

aeprWlla 2 ... y el trazo inferior ea una expansión de la eac:aJa de tiempo del =- (500 mS). 

lAa bic:apu que Mnlan fluctuacio- de corriente previo a las células no M ldilizMoa.. T.mbWn ae 

hh:i1ron COlllbola ..,...ado a la bicapa la cantidad de A.23187 que se usó pma inducir la llA.. En 

... eo111dici6a no ae olJW'YU'Oll canalea. n - 10. Con la dnalidad de desc:artar que loa c:analea que 

.......,_~de vafctdat. posibl-.e fbnnadu durante el experinwlto. a-atin_.. 

un caall'OI al final de alauno• dfaa en lo• que habfamo• obtenido incorpol'llCión. Este control se 

hizo bliio el ai¡p• ... prolOCofo: l.• c:entrifi¡pr lu células a 5000 a durante JO minutos; 2.- Se 

~ ua pelle& de cAaJu. rwcuperar el sobrenadante y probarlo en una bicapa - utili-ndo 

~ y copa clifllnate9. En todoa loa c:onuoles no .. obcuvo actividad de~~ 

aunque•- buta 15 µI de aobrenmdante por adición y varias adicio-. n - 11 . 

Ea compw8Cióa con todos loa experi.-ioa usando espermatozoidea. • lopó la 

incarpoqci6a de cwles ~ de 2-t µI de o6lulu y con 3-8 adiciofw Escoa COillrales 

_,,......_.. que los l'ejlistros que obtuvimoa provenian etec:tivan..ae de cwles del 

eapsmMOmide. 
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A) 

B) 

e- •tJ••••••ll llMI t•• •~•U..,tc• flltA 
iSOiiii 

'~ 125 .. 

Fia a.- A) Reaimo _..... ele una bicapa sin aetividU de canalea. El ruido que ......... • de 

~ 1 pA . Sólo .. uuron para los experimmtos lu bic:apu que .,.._.amon 

c:o~ ..nej81ltea. El ~ .uperior abarca 2 -. y el inferior 500 mS B).- Una bicapa c:on 

al menoa tres ·tipos de tr8naieionn. Este tipo de incorponcionn múltipla predominó - la 

trana&rencia de canalea del apennatozoide a la bicapa. Lu flechas indican loa niveles de 

c:om..te de c:ada tnnaición, la letra e indica el nivel del estado cerrado y a la derec:ba el potencial 

c:on el que ae obtuvo el re¡¡iatro y la eseala. La c:orri-te - loa trazos molltnldoa .. filtró a 200 Hz 

c:on un filtro paaa ~o• (Wams lnat. Corp.). 
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Pudimos comprobar que si e• posible loanr la incorpora:ión de canales iónico• a bicapu lipidic:u 

P'- utilizando espermatozoides completos, como se habia reportado preví-se pomueatro 

8'\lpo (69). Nuestro• nnultado• muestran que la eficiencia en la incorporación de c:analea va 

aumentUldo considerablemente a medida que iroc::aementa el % de RA. Con loa espermatozoides 

del pupo 1) se obtuvo una eficiencia del 17 % (116). con el pupo 2) 47 % (9/19). en el 3) 

7"794 (10/13). Y en el ·grupo 4) de alta RA. se obtuvo una eftcienc:ia del 91 % (43/47 

~os). Ver Fig. 9. El "'• de llA también inlluyó en el tiempo que tardó en obt_.. lu 

incorporaciones, 15-35 min en lu célulu con alta y mediana RA y 40-60 min en lu de baja llA. 

Transcurridos mú de 60 min ya no se logró incorpoqción de canales en ninpna de lu dos 

condiciones. 

Por otro lado la concentración de células con lu que trabajamos inlluyó en -.troa 

nnultadoa. Encontramos que 1-3 Xl<>6 célulu I mi ftmcionan bien. ea decir se obti­

tranaferencia de canal con mú facilidad. May- concentraciones de célulu nnultaban -

incorporaciones multiples que producian corrientes diflciles de analizar. De la miuna manera 

coneentracionea menores disminuyeron conaiderabl...-te la eficiencia de incorponción. 

En lu condiciones de media y alta RA la movilidad variaba de 3 - 12 %. y en baja RA de 

14 -19 %. Esta movilidad del espermatozoide no .,..._ contribuir sianificativ.-te a la 

tran.rer-ia de canales. Sin embargo cuando ademá de alta o mediana RA se obtenia .._ 

movilidad (> 12 "'•). la incorporación se hada ligeramente mú eficiente. reduciendo el tiempo -

que se incorporaba un canal. Por otro lado se hicieron 5 experia.nto• sin someter loa 

~ozoides al gradiente de PcrcoU. y ademU sin reaccionar. B~o estas condiciones lu 

célulu tenlan una movilidad (> 30 %); sin embarao no se logró incorporación en ninpno de 

loa eqterimentoa. Ademia notamos que la movilict.d de loa espermatozoides disminuye de_.. 

importmlte despuéa de centrifüprloa en el gradiente de Percoll (60 % antes y 15 % clespMa). 

En estos experimentos detectamos la incorporación de diferentes tipos de canala ióaic:oa. 
y fi.ae común loanr (83%) incorporaciones múltiples (más de un tipo de tramición por bicapa). 

La fla 8B ilustra un trazo de una bicapa con este tipo de incorporaciones. - él se notan al -

tres tipos distinto• de transiciones . Sólo de la transición lenta (nivel de en medio) t-. 

resi.UO• donde ..,..._ independi~e de lu otras dos conductanciu por lo que podliamoa 

penur que es un canal y no un aubeatado. 
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l2lil5I Alta RA ('79 *O 'MI), n-4'7 
CID Media RA (4'11 * CI 'MI), -13 
- Baja RA (26 * 5 %), n-19 
f3 Muy baja RA (1 .. * 4 %), n-6 

Fia. 9.- Ef"ectividad en la incorporación de canales con respecto al o/o de RA. Vemos claramente 

que la incorporación se va haciendo más eficiente conforme el % de RA aumenta. Los asteriscos 

sobre las b....-.. Hllalan el srupo al que pertenecían los espermatozoides de los que obtuvimos los 

reaistros presentados en los resultados. 
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TAllLAL..; 

TIPO DE CONDUCTANCIA Er llELACION DE CONDICIONES n= 
CANAL 'Y pS. mV PERMEABU..IDAD JÓNICAS 

Cia: NaCI, 140; 
Ca,.. 333 14.3 Peal PN• = 10 KCI, 4; CaC'2. 2 2 

Trans: B8Meso •. 
SOmM 

Cis: NaCI, 140; 
t:ATIÓNICO 164± 10 3.S PK/PN.= 1.6 KCI, 4; CaCl2 , 2 3 

±2.S Trans: KMeso •. 
IOOmM. 

Cis: NaCI. 140, 
CA.TIÓNJCO 96±5 -14.S PNa/ PK = 1.26 KCl.4. CaCl,.2.mM 3 

±2.5 /Trans: KMeso.,. 
IOOmM. 

Cis: NaCI, 140, 
CATIÓNICO 33 ± 1 -14 PN.IPK= 1.26 KCl,4, CaCl2,2,mM 3 

±3.8 /Trans: KMeso •.• 
lOOmM. 

Cis: NaCI, 140, 
~ATIÓNICO 21 6.S PKIPN.= 1.8 KCl,4, CaCl2,2,mM 2 

/Trans: KMeso •• 
IOOmM. 
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e-------------- ••V 

L-,, 1 l'f l••A 
-· ' ·,~ t 1 a 1 · ---

e -----------~--1 ••v 

1 .... 
1d:Fzlllll-4•u .... .i•w'~~•a .. 1~;•: .......... oo;;;;. 

C-------------- :ZOmV 

C ----------------------- O mV 

J.IJ ji tJ, l 1 i111J ,j (~ J ~ 
Fig JO.- Registros del canal de Ca2

- de alta conductancia. Estos trazos se obtuvieron bajo las 

siguientes condiciones iónicas: NaCI. 140; KCI. 4; CaCl2 • 2 mM en cis y BaMeS04 , SO mM en 

trans. Este canal presenta una c:onductancia de 333 pS en las transiciones de mayor tamailo, El 

Er= J4.3 mV y tiene pobre selec:iividad entre cationes mono y divalentes PN/ P 8 ,= JO, Este canal 

presenta al menos S subestados y es claramente voltaje dependiente, mostrando mas transiciones a 

voltajes negativos. La letra C esta indic:and~ el nivel del estado cerrado. a Ja derecha de cada 

trazo se indica el potencial con el que se obtuvo y la escala. Estos trazos se filtraron a 200 Hz con 

un filtro pasabajos (Warner lnst. Corp.) n = 2. 
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A) 

l(pA) 20 -

15 

10 -

5 T 

-60 -40 -20 

-15 -
-20 

-25 -

B) 

V(mV) 

I (pA) 

-8 l 
-12 -

-16 ¡ 
-20 

-24 -~ 

-28 i 

40 60 

V(mV) 

e y=333pS 
EP 14.3mV 

• y :z 328 pS 
&• 17.7rrN 

• y =254pS 
&=15n11/ 

• y= 151 pS 
&:z18.3 n1I/ 

·::.: y =119pS 
&•13.6 rrfl/ 

y =61 pS 
&= 13""' 

Fia 11.- A) Curva I / V de la transición de mayor c:onductancia del canal anterior. Presenta una y 
- 333 pS y un Er - 17.7 mV. Podemos ver que en los voltajes estudiados la relación es óhmica. 
B) Curva 1 I V de los subestados de c:onduc:tanc:ia que presenta este canal. A la derecha de la 
snifica ~la conductanc:ia y el Er de cada uno. Los puntos de ambos sráfic:os son la ·media de 2 
experimentos. 
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Fig 12.- Histogramas de amplitud de Ja corriente del canal de Ca" presentado en la fig 10. Los 

distintos picos indican los diferentes niveles de subconductancia. Estos histogramas se hicieron de 

registros de corriente de 1 S a 20 seg . Los números sobre cada pico indica su conductancia en 

pS. A la derecha de cada gráfica est• el voltaje del cual proviene. 

so 



... 

.... 

0. ..... -----------------------_-40----~------2-o----------~o~---------2~0 

V(mV) 

Fia 13.- Probabilidad de que el canal se encuentre en el estado de mayor conductancia (PEM) en 

fimción del potencial transmembranal (Voltaje). Podemos ver que a medida que se hace más 

neptivo el v~IUúe el canal permanece menos tiempo en el estado de mayor conductancia. n = 2. 
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al .,._;•t La probmbilidlld de eatu' abierto va dimninuyendo a medida que M hace mú neptivo 

el polenCial. podemo• ver que varia deacle 0.58 huta 0.05 % a +20 y -60 mV rnpec:tivanwme. 

E.te canal a nuy P111'9Cido al que previamente reportó nuestro JPUpo - el espermatozoide de 

erizo y ratón (69) y en membranu del eapennatozoide de ratón (78). 

b).- c-i ~de alta cgndyctancja .- En la fi& 14 •muestran trazo• de ate canal que 

..-a aubeat.ctoa de c:onductancia. permanece la mayor pane del tiempo en el atado abierto. 

La prabebilidmd de que el canal ae encuentre - el estado de mayor conductwia (P,...) varia 

deade 0.96 a+ 40 mV huta a 0.98 a -60 mV, n - 3. Estos datos noa dicen que el canal ea nmy 

poco dependiente de voltaje. Esto• reaistros se obtuvieron en NaCI 104 mM, KCI 4 mM, CaC'2 2 

mM en cía y en tralla KMeS04 100 mM. En la fia 15 1e muestra la curva corriente vo~e (curva 

l/V) del -.do de -yor conductancia (164 :k JO pS.) de este canal, que tiene un potencial de 

imlw9i6n ipal a 3.5 :k 2.5 mV. Esto nos dice que el canal ea poco selectivo, discriminando 

pobsw 1 we entre cationes monovalentes P,,/P.,.,- 1.6 . La corriente de los trazos de este canal ae 

8ltro a 200 Hz con un filtro pasa bajos (Wamer Inst. Corp.). En la fis 16 1e muestra la curva l/V 

de loa mbeatados que Jopamos distinauir. Sus conductancias son 37, 25 y 14 pS. 

b.1).- Eftistp del B.qjp de l\ytenio fJlll) 1Qbre este canal de alta y.- El R R ea un colorante 

ÚIOf1l6lliCO que 1e uaó oriainalmente como tinción histoquímica para teftir aJicosaminoaJicanos 

(79) . Es un compuesto polivalente catiónico no fluorescente que tiene la habilidad de interf"erir 

con proceaos dependientes de Ca .. [revisado en (77)). Este compuesto se une en f"orma •lectiva a 

túbulos T y retlculo aarcoplásmico de músculo esquelético y cardiaco (80, 81 y 82). Se ha 

descrito que este colorante inhibe la entrada de Ca2
+ de mitocondrias aisladas (83 y 84) y en 

reticulo aarcopláamico (85). Por otro lado existen evidencias de que el RR inhibe la unión de Ca2+ 

a ealcecuestrina. también tille específicamente a esta y otras proteínas que se sabe que unen Ca2+ 

(86). El RR bloquea eficientemente al receptor de rianodina del retlculo aarcoplásmico en 

músculo, en el ranso µM (87). 

Fórmula molecular del Rojo de Rutenio 
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J 
Canal 164 pS 

e '~1·"" ..... 

l"""+­
s;;s 

C-------'----------- .-v C---------------- ..._V 

............................. , .. pA "'­- 40•V 

Slii L á .. lf?l¡I 1 i 4 ;N _,,.,pA 
"'iNi" 

C-- ----·----------------- ....a..v 

·~._, ....................... .,,. .. ., ... ,~ 
SNS 

C ---···---------------------- -2-V -------------'""" s.;r¡-

Fis 14.- Resistros del canal catiónico de alta conductancia. Este experimento se realizó en NaCI, 

140; KCI. 4 mM; CaCI,. 2 rnM en cis y KMeS04 , JOOJnM en trans. El canal muestra una 

comductancia de 164 ± 10 pS. Calculada esta con el nivel de mayor conductancia indicado por la 

flecha. Er= 3.5 ± 2.5 mV, pobre selectividad P,/PN.= 1 .6. La letra C está indicando el nivel del 

estado c:errado, a la derecha de cada trazo se indica el potencial con el que se obtuvo y la escala. 

El recuadro muestra una parte del registro a 60mV, pero con mayor amplificación. La corriente 

en los trazos mostrados se filtró a 200Hz con un filtro pasa bajos (Wamer lnst. Corp.) n = 3. 
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CURVAW 

1 (pA) 10 

6 

-40 

-6 

-10 

-14 

40 60 
V(mV) 

y=184~10pS 
Er=3.~.5 

PklPNe=1.6 
N=3 

Fis IS.- Curva corriente-voltaje hecha de bicapas donde se incorporó el canal catiónico anterior. 

La pendiente de la curva nos da 164 pS de conductancia y un Er = 3.S ± 2.S mV. Este canal 

discrimina muy poco entre cationes monovalentes P,/ P,..= l.6 . Todos los puntos contienen la 

desviación estandar de tres e"perimentos. 
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Subeatadoa 
l(pA) 3 

2.5 

2 

1.5 

1 

,. y•37 pS 

40 60 Er--4.SmV 

-1 V(mV) ;zi y• 25 pS 
Er- -2.9 

-1.5 ._., yª 14 pS 

-2 
Er- emv 

Fis 16.- Curva corriente - voltaje de 3 subestados del canal grande anterior. A la derecha se ve la 

conductancia y Er de cada uno. Estos subestados tienen también bitja selectividad entre cationes 

monovalentes. Cada punto es la media de tres experimentos. En algunos puntos la desviación 

estándar esti cubiena por los símbolos. 
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E.ae c.nal catiónico de alta conductancia (b), ae parece al c:ana1 de Ca,.. de 333 pS. Se ba 

reporqdo anten-1te que e8te c:ana1 ti- aJaunu carac:teriltic:aa - con el Receptor de 

Rimtodina, como .. .,.a aelectividad entre cationes divalentes I monovalentes, alta conduc:tancia y 

bloqueo uim6trico con Ma2'°(88). Esto nos hac:e pensar de manera especulativa, que el canal 

pancle de ea•2 podrta pertenecer a la nüsma f'amilia del Receptor de Rianodina. 

eon.iderando lo anterior y el hecho de que el RR inhibe la llA, ae probó e8te bloqueador 

mabr'e el canal . El IUl bloqueó parcialmente la corriente original a concentr.ciones i.aM en el 

l9do ,,_,.de la bicapa. En la fta 17 podemos comparar trazos del c:ana1 en condiciones control, y 

con 60 i.aM de RR en trons. En ellos podemos ver que la corriente principal disminuye y que hay 

nmchos ftelltoa de bloqueo ñpido, sobre todo a -40 y -60 mV. El bloqueo es mú ef'ec:tivo a 

medida que ae a.ce mú neaativo el potencial en la bicapa. En la fta IS ae muestran hiatopamaa 

de mnplihMI de loa trazos anteriores. En ellos podemos ver, como ae esperarla, que en preaenc:ia 

de ~or el nivel del pico que corresponde al estado principal disminuye. Ademia, con el 

bloqu99dor se notan otros picos de niveles de menor conductancia. Estos datos auaieren que el 

bloqueo - liaerameme dependiente del voltaje. A 60 µM el bloqueo llegó basta casi el 30 %, 

c:onmidermMlo la y principal. Aumentando la concentración del bloqueador el ef'ec:to es aún mayor, 

como podemos ver en la fig 19. Vale la pena resaltar que parecería que ~lo el nivel principal ae 

bloquea. Existen evidencias anteriores del efecto del RR (µM) sobre un c:ana1 parecido a este (IS 

y7B). 

c).- Canal gtjóojcg de 96 pS - También se logró la inserción de un c:ana1 selec:tivo a cationes. 

li...,._ne voltaje dependiente, registrado en la nüsmas condiciones iónic:aa que el anterior. En la 

fta 20 podemos ver trazos del canal; a voltajes positivos presenta grandes saltos de corriente; sin 

embarao la Po es muy baja(< 10 %) . En la fig 21 se muestra la curva IN de este c:ana1 donde la 

relación es lineal. Bajo estas condiciones la y= 96 ± S pS y el Er = -14.S ± 2.S mV lo que nos 

indica que es pobremente selectivo entre cationes monovalentes, P.JPw:.= 1.26. Este canal ae 

incorporó con muy baja Po, siendo la mayor de 0.087 y la memor de 0.03, esto a O y + 40 mV 

reapec:tivamente. n = 3. Por lo que podemos decir también que su actividad depende poco del 

voltaje. Nuestro pupo ba detectado un canal parecido, pero usando a.mbranu del 

~ozoide de ratón (78). 

S6 



CONTROL R.RUTENIO 60 pm 

c----------------V C· 

e--------------·-·-·--· -V 

C -- -2-V 

• 1 .... ,. , ......... di: ,,... 12114 

C --····--·------ -20..V _., .... 
"•''-•""~r ,.,.1., 1~ 

290•5 290•• 

Fis 17.- Bloqueo por Rojo de Rutenio sobre el canal catiónico de alta conductancia. Los ef"ectos 

se observaron a concentraciones micromolares (60,.aM) en el lado t:rans de la bicapa. El bloqueo 

ea electrof"orético y ligeramente dependiente de voltaje. La letra C indica el estado cerrado, al lado 

derec::ho de cada trazo se indica el voltaje y la escala. La corriente en los trazos mostrados se 

filtró a 200 Hz con un filtro pasa bajos (Wamer lnst. Corp.) n=2. 
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CONTROL R.RUTENIO 60 pM 

100.0 "'º 

1 
HOO 

1 
200 

150 

100.0 

2 .. 100 

500 l. 
-V .-v 

DD 
-10.s -to.o -•.s -9.0 .... -•o -7.S -7.0 .. _, -•.o -75 -?O .... ·•.o _., 

-5.0 -4.5 -4.0 

"••111 .. (pA) Am .. l ... (pA) 

... l•O - 120 

1 
.... 

1 100 

tao 
00 .. • ... .. • - l. 
20 --40..V 

20 

o 
-?.O .... -a.o -9.9 -•o .... -1.0 -3.5 -· -· -1 ............... Ampllt ... (pA) 

250 200 

1 
200 

1 
t_so 

150 

100 .. 100 .. 
l. 50 

l. 
-20•V 

-:IOmV 
o o 
·J.S -3.0 -·· -2.0 ·1.S -1 o ... -Jo ·4:.S ·ZO _., -o> 00 

Amplll ... (pA) Ampll ... (pA) 

Fig 18.- Histogramas de amplitud de todos los puntos, sacados de los trazos de la pigina anterior. 
En todos se nota disminución de la corriente principal y aumento en el número y conductancia de 
los subestados. También disminuye el tiempo que permanece en el estado principal. A la derecha 
de cada histograma se indica el voltaje del trazo del que provienen. 
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1.0 

o.a 

o.e 
Ulo 

º·' 
0.2 

o.o 
o -20 -40 -80 

Voltaje (mV) 

AeJ••R.•11-

llil 60 uM 

BI 120uM 

-80 

Fis 19.- Bloqueo del RR sobre el estado de mayor conductancia. El efec:to es mis eficiente al 

hacer mis neptivo el potencial. Esto a dos dif'erentes conc:entrac:iones, (1 - corriente c:on 

bloqueador, Jo = corriente original ). n = 2 



e 

Canal 96pS 

....... ..,..,....,..,.. ..... ....,.,...,.,......,...,...20mv 
l 3pA 

~ 

Fig 20.- Registro de un Canal catiónico. ligeramente voltaje dependiente que fue obtenido en las 

milllllaS condiciones iónicas que el anterior. La letra Cesta indicando el nivel del estado cerrado. 

A la derecha de cada trazo se indica el potencial con el que se obtuvo y la escala. El canal 

presenta una conductancia de 96 ± S pS, un potencial de reversión de -14.S ± 2.S mV. pobre 

selectividad PN/PK= 1.26. y baja Po <10 º/o. La corriente en los trazos mostrados se filtró a 200 

Hz con un filtro pasa bajos (Warner lnst. Corp.) n = 3. 
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a 1 (pA) 

8 

2 

-20 o 

CURVA IN 

......- y • 98 ~ 5 pS 

20 40 

Er • -14.5 ~ 2.5 mv 
PNalPK •1.26 

eo V(mV) 

Fig 21.- Curva Corriente Voltaje de un canal catiónico de 96 pS. Como podemos ver en estos 

voltajes se comporta ohmicamente. Bajo estas condiciones el canal mostró un Er = -14.S ± 2.S 

mV. Lo que refleja pobre rango de selectividad entre cationes monovalentes P,..IP11<= 1.26 . Cada 

punto contiene la desviación estándar de tres experimentos. 
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d).- Cwwl .... we de U pS - Ea la fla 22 poclemoa ver vario• trazos ele nta tnulaic:ión que ae 

obluvv - lu a-CIOlldici- 16nic:aa que el anterior. B~o eatu c:oadicionea el c:anal .,..-ta 

w .......... _.. uaiwia de 33 * 1 pS. En la fla 23 ae muestra la nUc:ión corriente volUUe. en loa 

......,. -...u.toe .-6 relación ea lineal. En eata curva podemoa ,,.. que el Er - -14 * 3.8 mV • 

.-o..,. indica que el aln8I ea poblemente aeJectivo entre c:ationa -.lenta P.JPs.- 1.26 . · 

La Po de ... trw r 1ción ea muy INU• varimndo clade 0.01 a 0.05 con - 40 y + 20 mV 

HIP•cliv--. n - 3. Emlo retle:i• que ea muy poco dependiente ele ~e. La coniente ele esto• 

U-• tlkró a la a-ftecuencia que el anterior. 

•).<'cm! ,.egj,....p de 21 pS .- E ... U'IUISiciona aon pequeftu y Mlectivu a cationes. Esto lo 

.... •- por que al no luaber c1· en trans. el Era ea muy .,ande (> 300 mV), ate valor eati 

...... lllejado del Er del ewl. El Er"'- 80 mV calculado por la ee. de Nenm (62). Loa 

..........,. • abtuvieron en NaCI 104 mM. KCI 4 mM. caca. 2 mM en ci• y en~ KMeSo4 100 

mM. Bllio .... cmldiciona obtuvimoa una y - 21 pS y un Er - 6.5 mV. indic:anclo que ea muy 

polal_... aelectivo .atre cationes monovalentes (P,,/P.,.= 1.8). En la fia. 24 podemo•,,.. trazo• 

de ... aln8I ftltnldo a la mi- fteeuencia que el anterior. Tenemo• re¡aiatros donde eatu 

traftliciOIMS chicu ....,_ aolu lo que sugiere que ae trata de un canal independiente. En eatos 

ft9i9lrOa loa aaltoa ele corriente aon de menor tamafto y menos numerosos, pero de mis dUl'IM:ión 

a potwialea poaitivoa que a neaativos. La Po del canal es muy INüa (ver fis 25 B), siendo de 

0.04 a 60 mV, n - 2 . Estos datos au,gieren que este canal es muy poco volt~e dependiente. En la 

fla 25 A) podemoa ,,.. la curva l/V de este canal. Anteriormente otro arupo reportó un canal 

calic)nico pobrwnte selectivo. con una conductancia parecida a esta en membrws de 

espemwtozoide de cerdo (89). 
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c-~••v , .... 
'1Da 

c---~»•V 
I' .... 
jji"¡¡'i" 

C- ••V ,. ... 
ñiiii" 

Fis 22- Jlesistro de un Canal catiónico, que fue obtenido en las mismas condiciones iónicas que el 

anterior. El canal presenta una conductancia de 33 = 1 pS, un potencial de reversión de -14: 3.8 

mV, pobre selectividad PN/Pk= l.26. La Po es muy baja y varía poco con respecto al EM, desde 

0.01 a -40 mV hasta O.OS a +20 mV. Estos datos sugieren que el canal tiene pobre dependencia al 

voltaje. La letra C est• indicando el nivel del estado cerrado. A la derecha de cada trazo se indica 

el potencial con el que se obtuvo y Ja escala. Los registros se filmaron a 200 Hz. n = 3. 
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CURVAl/V 

1 (pA) 3 

2 

-1 

-2 

20 40 80 
V(mV) 

"y-33*1PS 
Er• -14 * 3.8 mv 
PN8 / PK8m 1.28 

F18 23.- Curva Coni.ate Voltaje de un (:anal c:atióni(:O cuya (:Onduc:tancia y - 33 * 1 pS, su 

Er - -14 * 3.8 mV. Ene c:ana1 es de naturaleza ohmica y no es muy selec:tivo. la razón de 

penne9bilid8d entre catiow monovalentes es escasa P,.. I P,. - 1.26. Cada punto (:Ontiene la 

deaviec:i6n emt+Mer ele tres experimentos. 
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CANAL DE 21 pS 

·-~-, ..... 
¡¡¡¡¡¡¡¡. 

C-~--v , ...... 
a"iiiiii 

c-~:a•av , ..... ....... 

, ..... ---

c-~.--:aoav , ... ,r-·- ..... _,. . .,1 ."' ... , ...... 
150-. 

Fis 24.- Registro de un canal catiónico obtenido en NaCI 140 mM. KCI 4 mM. CaCI, 2 mM cis 

y KMeS04 100 mM en tr•n•- Bajo estas condiciones el canal mostró una y= 21 pS (nivel 

indicado con la flecha). un Er - 6.S: 2.S mV y baja Po< s %. Esto refleja pobre selectividad 

entre cationes monovalentes P./ PN. = 1.8. y sugiere poca dependencia del voltaje. ya que la Po 

varia muy poco con respecto al~ de 0.022 a -40 mV hasta 0.04 a +60 mV). n = 2. La letra Ca 

la izquierda de cada trazo indica el nivel del estado cerrado del canal • y en el lado derecho se 

indica el potencial con el que se obtuvo cada registro y su escala. Estos trazos se filtraron a 200 

Hz con un filtro p- bajos (Wamer lnst. Corp.). 
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A) 

B) 

0.05 

0.04 

Po o.m 

0.02 

0.01 

CURVAW 

1(pAJ1.5 

1 

0.5 

-1 

-1.5 

-2 

4'0 80 
V(mV) 

., • :z,pa 
Er•e.s mv 
PK/PNll• '·ª 

--------·---~ ....... .--~~~~--

o..-~~--~~-+~~--.~~~...-~~-t-~~-+-~~-+-

-eo -40 -20 o 20 eo 
VolUIJ• (mV) 

Fi8 25.- A) Curva corriente voltaje de un canal de 21 pS. En esta condicio~ el canal presentó 

un Er- 6.5 mV. También mo~ ser poco selectivo entre cationes monovalentes,. P.,/ P.,. = 1.8 . 

B).- Gñfica de la probabilidad de apertura (Po) con respecto al potencial tran911Mmbranal, que 

c:orre.pondclll a la transición de 21 pS. La Ktividad de este caaaJ ea muy.,.,; .. vuiando de 0.02 a 

0.04 %. Lo antmior 1Uaiere que ea nwy poco voltaje dependiente. En ambas ftpl'U los puntos 

mueatnn la media de dos experimentos. 
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..,....,... ~ - ~e a los Upidoa ó a U'llWa ele otra pmteina - la mmnbrm del 6vulo 

{102). 

...,_la ...... -.iar que la relac:i6n ..ire la RA y la efec:tividad en la trand'erencia de 

ainaa- a la bic:mpa puede clebene tambWn, a que dunnte la RA ae nt'611 activando canales. 

PNvio a ... &n6 w dic:hoa cuales poclrian atal' inactivoa y aún CUUldo hubiera ftalli6n no 

wtan ~I ~~e. Sin embaqJo ea pollible ineorporv canales Ktivoa a 

partir de__.,,_ pnparadu de apermata..oidn no reacc:ionadoa (69. 78 y 15). Lo anterior 

~ ..-. - principio. uno podria vs Ktividad de c:analn clireetmnente ele eapennatozoidea 
no 1111cdOlllldoa. ai la re¡¡i6n de contllCto con la bic:apa ea parecida en compoaición. a lu 

_.,_ aialadu. Otra explic:aci6n altenmtiva ea que la nueva membrw expuesta por el 

...,....aozoide d11pná de que experimenta la a.A tenp mayor clenaidad de c:analn que la 

........ w pl1amitica Ol'iaiJW. Eato úhimo ea polible. ain eml>aq¡o noaotroa eaperarúuno• que 

~ hay ~ RA no deberla haber incorporaciones múltipla de canales, y aunque muy poco 

6'tlcumllea al ae obwvan. EJlperimentoa a realizane en un fbturo en nuntro laboratorio podrian 

ayuduaoa a contesta• mejor esta presunta. 

En ate~ la RA ae indujo con el ionóforo de Ca2
• A23187 por facilidad y eficiencia. 

Se nquiar'e de butante ~o y material para aialar zonas de óvulo• en mamifero•. Por otra 

pene. la RA inducida con el ion6foro - aeneralmcnte mú elevada que con lu zonas. El A23187 

intercambia doa protones por cada ion Ca .. que mete, por lo que provoca aumento en la [Ca2·,1. 
aJc:alinimei6n del medio, y la llA. Este movimiento ele ione• ae realiza obedeciendo el sradiente 

electroqulmic:o del Ca2+ (74 y 75). Existen múltiples repone• donde ae ha utilizado este 

~o para inducir la RA en el espermatozoide de munifero (2 y 18). El hecho que el 

...,.._.ozoide pueda interaccionar con la bicapa transfiriendo canales, no significa que el 

reconoc:imiento ae vuelva ineapecifico. En las condiciones que utilizamos ae aimplific6 el 

&n6mei10 fllliol6aico. ya que fiahan laa proteinu del óvulo. Existen evidenciu de fiaaión donde 

panicipan loa Upido• de dos membranas y hay presencia de proteinas en sólo una de ellas. Esto 

lli¡püftca que loa Upido• pueden ser blanco de proteinas durante la filaión de membranas biológicas 

(reviudo en 56 y 102). 

Loa evento• moleculares que suceden durante la transferencia de c:analn no se conocen; 

llin embarao a pesar de que nuestroa dato• no lo demuestran. podria ocurrir fbllión de membranas. 
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conveniente probar un compuesto más específtco para bloquear este tipo de canales (i.e.: 

Riuodina). 

3.- Tlllllbién reaistramo• la incorporación de un canal catiónico de 21 pS. Un canal parecido a 

este .. reportó anteriormente en membranas del espermatozoide de cerdo. el cual se bloquea 

parcialnwnte con Nitrendipina y Verapamil; y completamente con O.S mM de La .. (89). Aunque 

no .. hicieron experimento• con cationes divalentes. ni la farmacología. podria ser que se trate del 

miuno canal. 

4.- En esto• experimentos se incorporó también un canal catiónico de 96 pS, pobremente 

selectivo entre cationes monovalentes. Este canal es muy parecido a uno previamente reponado 

tbllionmldo membranas del espermatozoide de ratón a bicapas. que tenia do• formas di•tintas de 

actividad: una con b~a y otra con alta Po. Los dos modos de operar de este canal se pudieron 

~ar en distintos experimentos, nunca juntos (78). En nuestro trabajo solo lo detectamos en la 

fonna de ~a Po, llin embarso tuvimos una bicapa en la que presentó los dos tipos de actividad 

(no mostrada). Neceaitamos más resistros para atrevernos a proponer que es el mismo canal que 

ti- cloa tipos de actividad y que en la reconstitución se afecta o se pierde alpn componente de 

re¡paladón. y por eso sólo se le puede ver de una forma en lu membranas. 

s.- Otro canal que pudimos reai•trar file uno de 33 pS, pobremente selectivo, de baja Po y un 

componamiento parecido al de 96 pS. Es probable que estos dos últimos canales se localicen 

cercanos en la membrana. ya que en do• experimentos se incorporaron juntos en la misma bicapa. 

o bien que la transición de 33 pS sea un subeatado de la de 96. 

6.- Canales A-D .- En varios experimentos loaramos la inserción de canales aparentemente 

catiónicos. que sólo estaban activos durante cono tiempo sin recuperar más su actividad. Esto 

podria indicar que son canales que se reptan por seaunclos mensajeros. que se diluyen durante la 

incorporadón y se "lavan". Es preciso estudiar con más detalle este tipo de corrientes y probar la 

posible modulación con se¡¡undo• mensajero•. Recientemente se reponó un canal de K• reptado 

por AMPc en membranas del espermatozoide de erizo de mar (99). Además ya se clonó y expresó 

fimcionalmente un canal selectivo a cationes (PK IP,.. = 1.3), reptado por GMPc en el 

espermatozoide de bovino. Su secuencia tiene un 65% de homolosfa con el canal de 

fotorec:eptores y con otro canal recientemente clonado de la aona. Experimentos de "patch 

clamp" indican que puede estar presente en la membrana del espermatozoide de mamífero (100). 
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Por otra parte el RIP, N loc:alizó en la re¡¡ión ac:ro90fllal de la membruw del npennatozoide de 

rata. ratón. húnster y perro (22), y N ti- evidencia de que durante la RA hay llintesi• de IP, en 

.. ...,.._aozoicle (103 y 40). 

Cui todos los canales que lopwnoa tl'UISfinir fueron de Nlec:tividad catiónica y 

~Mide selectivos entre cationes monovalentes. Esto concuerda con loa datos reponado• por 

Flom.a (95 y 91), donde encontraron flujo• iónicos que tienen caracteriaticaa de canales 

catiónic::o• pob....-nte Nlec:tivoa en espermatozoides de bovino y ratón. Nuestros resultados 

también son consistentes con la presencia de canales de K• y de CaZ+ dependientes de voltaje cuya 

aetivict.d puede disparar la RA (67). Aunque N ha reponado praencia de canales aniónicoa en la 

a.mbrana del espermatozoide de ratón (78), cerdo y camero (23 y 47), nuestros datos au&ieren 

que la densidad de canales catiónicos en la membr- plumMica del espermatozoide de ratón es 

snayor. 

Ea evidente que ZP desenc:adena en el espennatozoide cambios en la penneabilict.d de .U 

a.mbrana que lo Uevan a experimentar la RA Se ha postulado que el puo inicial de - c:uc:ada 

de evmsto• es una depolariz.ción de la membrana del espermatozoide que después aetiva otro u 

otros canales de ca•• volt~e dependientes. produciendo una elevación de la [CaZ+J, y pll¡ 

auftc:iente para producir este fenómeno exocitótico (95). Hay evidencias que apoyan que los 

c:analea que participan en la seaunda respuesta a la ZP son de CaZ+ tipo T (93) . Sin embar¡¡o 

estos c:analea solos no pueden explicar el aumento sostenido de CaZ+, , esto por m ~ 

inaetivación. Para loarar la depolarización necesaria en el primer puo de la RA., es de esperarse 

que N abran canales catiónicos poco selectivos como los que se detectaron en el espermatozoide 

de bovino y ratón (91 y 95). AllJUllO de lo• canales que detectamos podría _.responsable de esta 

depolarizaeión inicial. El canal que c:reo reúne aJpnu de las carac:terútic:aa esperadas para este 

papel podría _.el de 96 pS. Por que siendo liaeramente más~ para el Na•, si este canal 

se ..,... dejarfa entnr dic:ho ion. a la célula con lo que se produc:iria la depolarización inic:üd. Para 
saber lli esto último es c:ieno necesitamos hacer fannac:oloaia del canal de 96 pS. Loa otros 

c:analea que tambiá reaistramo• podrian panicipar posterio~e durante la penetnlc:ión de la 

ZP y/o fiuión con la membrmw pla9111itic:a del óvulo. 

Lasco~ experimentales que mqul utilizamos son un modelo llimpliftcado que sirve 

para filcilitar el ..audio de la interac:c:ión entre pmetos. Esto porque aJ pons en contacto aJ 
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Hp-..aoaoide ~ c:on la bicapa .._. quitando laa protefnaa del óvulo. El u- ele 

... ÑCllica podria pwmilir idendtk:ar los c:ompol ..... que cletsrninan la ftHión entre pnwl08. 

En el .,..._.. ~ reailltl'UnOS AMles aniónicoa en muy poca ocasiones. E8to 

~ .. deba a que ex1 .. mayor demidad de c:wJea catiónicoa que aniófticoa - la 

.._..,..__ o biml a que loa c:analea aniónicoa nace9Ít- otru condiciow .,.... pl'OI.,,,_ ., 

inc:orponlción. Eat08 dalos ~ con report• anteriorea, donde reaiatran mú c:.nales 

cati6nicoa que aniánicos- .. ~del eapennatozoide (78 y 89). 
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VD.- CONCLUSIONES 

J.- Ea po9ible IAn8&rir c:anale8 iónic:o9 del ...,.:....Sozoide completo de ratón direc:tamente a 

bicapu lipldicu planaa. Reportado~ (69). 

2.- La RA .. el . ...,.-matozoide ea clelenninMte para la eficiente incorporación de canalea. 

3.- La ~ón ideal de espermatozoide. ea de J-3 X 106 c:élulu /mi. 

4.- La movilidad de las células no afecta aianiflc:ativamente la efectividad en la transferenc:ia de 

canaa... 

5.- S. ~n reaistros de c:uairo tipos de canales catiónicoa. con pobre aelec:tividad 

entre catiow monovalentea. que .,._iaron las aipientea c:arac:teriatic:aa particm-: 

a) ConclaKe Caz.>, y - 333 pS. voltl¡ie dependiente. ti- pobre selectividad entra ~ 

mono y divalentea ( Pa/Ps.- JO) y pnaenta al - 5 11Ubeatadoa de conductanc:ia. 

•>y -164 pS, poco voltlVe dependiente. pnaenta al _.tres mbe9hdoa de conductanc:ia,, 

P,¿p,..- J.6y .. bloqu• ~c:on60µMdeRRaplicadoenelladoll"On8dela 

bieapa. 

e) y - 96 pS. lipirameme vo~ dependiente. bllja Po(< JO%). P.JPs.- J .2 y un poaible 

llUbeatlldc> de 33 pS. 

e) y - 21 pS. Ps,IP,..- 1.a. bllja Po(< 5 %) y ea muy poco voltaje dependiente. 

6.- Ea probüle que en la ll*llbrana del apermatOZOide haya mayor denaidad y quizU mú 

tipos de canales catióniC09 que aniónicoa. 
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