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RESUMEN

La fusién de membranas es un fenémeno fisiolégico de gran importancia en Ia naturaleza.
Este fenémeno ocurre tanto dentro de la célula a diferentes niveles, como entre células. Ejemplos
de lo anterior son : la liberacién sinéptica de neurotransmisores, la exocitosis de enzimas
digestivas, la reaccién acrosomal (RA) del espermatozoide, asi como Ia fecundacién.

En este trabajo continuamos el estudio de la transferencia de cansles i6nicos a bicapas
lipidicas planas, directamente de espermatozoides completos de ratén, (69). Esta estrategia
experimental nos permitié estudiar algunos de los factores que se requieren para que el
espermatozoide se fusione a unsa bicapa lipidics, e identificar algunos de sus canales iénicos.

Se probaron espermatozoides en condiciones de alta, medis, baja y muy baja RA, (78 + 9
2%)Nn=47,(46+6%),n=13, (26 5%),n=19y (14 + 4 °%) n = 6 respectivamente. La RA se
indujo con 15 uM del iondforo de Ca’* A23187, y se realizaron los controles apropiados con el
ionoforo.
Para la incorporacion eficiente de canales es determinante que los espermatozoides: 1)
hayan experimentado la RA, 2) estén a una concentracién 1-3 x 10° células por ml, y en menor
medida 3) que tengan una movilidad > 12 %. Se consiguié el 91 % de efectividad en Ia
incorporacion de canales de los espermatozoides con alta RA, el 75 % en los de media, el 44 %
en los de baja y 3610 el 17% en los de muy baja RA. La transferencia se obtuvo dentro de los
primeros 60 min después de haber iniciado el experimento, pasando este tiempo ya no hubo
incorporacion.

Durante los experimentos se logréd la incorporacion principalmente de canales catiénicos
con pobre selectividad entre cationes monovalentes y un canal de Ca* de conductancia alta (333
pS) pobremente selectivo. Este ultimo es voltaje dependiente y presenta por lo menos S
subestados a voltajes negativos. Se abre ripidamente y se va relajando hacia los subestados de
menor conductancia, n = 2 . Se detecté un canal catiénico de alta conductancia (164 = 10 pS),
con por lo menos 3 subestados que se bloqued parcialmente con 60 uM de RR en el lado trans
de la bicapa, n = 3 . Los canales no selectivos para cationes monovalentes fueron de 96 + S pS, n

=3.33x1pS,n=3,y 21 pS,n=2.



L- INTRODUCCION :

La fecundacion es un proceso fascinante de reproducciéon universal, y ocurre en
organismos filogenéticamente muy distantes, tanto en equinodermos como en mamiferos. Es muy
probable que la fecundacion sea uno de los eventos de fusion celular mas dramiticos en la
naturaleza (4). Para poder fecundar al évulo, ¢l espermatozoide de mamifero debe experimentar
algunos eventos previos como son: la capacitacion (cambios en el metabolismo y en Ia
composicién lipidica y protéica de la membrana); y la reaccion acrosomal (RA) (fusion de la
membrana acrosomal extermna con la plasmitica (4, S, 6 y 20). Estos eventos clave para la
fecundacion se tratarin més a fondo posteriormente.

Existen eventos de transduccion de sefiales entre los gametos en los que los canales iSnicos
tienen un papel clave. Es importante comprender los mecanismos mediante los cuales ligandos del
évulo orquestan y regulan a los canales idnicos del espermatozoide alterando su movilidad y
produciendo la RA.

En humanos la causa mis frecuente de infertilidad se atribuye a un mal funcionamiento del
espermatozoide. El conocimiento de los canales idnicos de esta célula podria ayudar a resolver
algunos de estos problemas. Por otro lado también podria generar mejores estrategias
anticol!ceptivu.

La fecundacién en mamiferos ¢s aun un campo abierto a la investigacion. Lo anterior se
debe en parte a que es dificil reproducir "in vitro”, las condiciones fisiologicas internas del tracto
genital femenino. Ademads, algunos mecanismos previos a la fecundacion no se conocen bien (i.e.:
la capacitacion). Por otro lado el espermatozoide es pequeiio, de forma elongada, con una cabeza
de alrededor de 1-5 um de didmetro, segun la especie, lo que hace dificil su caracterizacion
electrofisiologica.

L1).- LOS GAMETOS:
a).- El cspermatozoide

’ El espermatozoide es el producto final de la gametogénesis en ¢l macho. Es una célula
muy especializada cuya funcién es encontrar al 6vulo para fusionarse y depositar ahi su
informacion genética. La espermatogénesis ocurre dentro de los tubulos seminiferos del testiculo



y consiste en varias divisiones mitéticas de las células tallo (espermatogonias); y dos divisiones
meidticas de los espermatocitos (13 y 40).

El espermatozoide de mamifero esté formado por la cabeza y Ia cola o flagelo. (Fig 1-B).

La cabesa contiene al acrosoma, el nucleo, estructuras del citoesqueleto y el citoplasma.
El acrosoma es un grinulo secretorio que rodea estrechamente y cubre el extremo anterior del
nucleo. El volumen del micleo del espermatozoide es menor que en las células sométicas, y su
cromatina esth altamente compactads. Las dos divisiones meiSticas que ocurren durante la
espermatogénesis producen un genoma haploide, con s6lo un miembro de cada par de
cromosomas. Las principales proteinas nucleares asociadas con el ADN son protaminas; éstas son
relativamente pequefias (27-65 amino écidos), altamente bésicas, y ricas en arginina y cisteins. La
mayoria de mamiferos tiene solo una protamina, pero en ratones y humanos esté reportado que
tienendos (1).

La cola contiene un axonema centralmente colocado, el cual es un complejo altamente
ordenado de microtubulos. El orden de los microtubulos es el mismo que se puede encontrar en
otros tipos de células, consistiendo de nueve pares de microtabulos externos rodeando un par de
microtubulos intermo. Toda Ia estructura de microtubulos esté rodeada de fibras densas
extendiéndose desde la cabeza hasta cerca del extremo posterior del axonema. Ademis, la parte
anterior del flagelo contiene Ia mitocondria envueita en una estrecha hélice alrededor de las fibras
densas. La parte miés posterior de la cola contiene la vaina fibrosa rodeando las fibras densas;
éstas dos ultimas estructuras forman el citoesqueleto del flagelo (13).

Todos los espermstozoides de mamifero tienen estas caracteristicas generales, sin
embargo hay diferancias especie-especificas en tamafio y forma de la cabeza y en la longitud y

tamafio de los componentes del flagelo.
Mientras que el acrosoma contiene enzimas esenciales para la fecundacién, el flagelo

contiene la fuente de energia y maquinaria necesaria para la movilidad del espermatozoide. Esta
célula adquiere progresivamente la capacidad de moverse durante Ia maduracion epididimal (13 y
20). Los espermatozoides de la cola del epididimo son inméviles en el fluido epididimal, no es
hasta que son diluidos en medio fisiologico que pueden empezar a moverse. Una variedad de
factores participan en la iniciaciéon y regulacién de la movilidad del espermatozoide, sin embargo
aan no es claro c6mo interactian estos factores. Generalmente se acepta que la movilidad del
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A)
ccC

EPV
B)
Vesicula acrosomal
Memb. plasmitica
Membrana Membrana Acrosomal
interna Nucleo
Centriolo
Mitocondria
P—— Flagelo
1 ' 2

Fig 1.- Esquema deo los gametos de mamifero.-: A) Ovocito : CC, células del Cumulus que lo
recubren; C, citoplasma; ZP, Zona Pelucida (inductor fisiolégico de la RA);, EPV, espacio
perivitelino; MP, membrana plasmitica. El tamafio de un ovocito supera al del espermatozoide
considerablemente. En promedio los 6vulos de mamifero miden ~ 80 um ds didmetro (Revisado
en 40). B) Espermatozoide de ratén con sus principales organelos, (1) Sin reaccionar y (2) ya no
se ve el acrosoma, es decir estd reaccionado. Las medidas y la forma dependen de 1a especie, pero
en promedio la cabeza mide ~ 4 X 2 um. (47). :
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espermatozoide esta mediada por monofosfato de adenosina ciclico (AMP.), debido a que los
niveles de este segundo mensajero aumentan durante el paso del espermatozoide por el epididimo
(29). El principal papel del AMP_ es mediar la fosforilacion de algunas proteinas esenciales para la
iniciacién o mantenimiento de la movilidad. La activacion de la adenilato ciclasa en la mayoria de
las células resulta en la fosforilaciéon de proteinas especificas, por protein cinasas dependientes de
AMP_ (1). No hay duda que tanto la adenilato ciclasa como protein cinasas dependientes de
AMP_ juegan un papel vital en la iniciacion y > de Ia movilidad (1 y 20). En este
sentido es interesante saber que el plasma seminal es rico en prostaglandinas y hormonas
esteroides que se sabe alteran los niveles de AMP,. en otros tejidos. Recientemente se ha
reportado un factor de bajo peso mol: lar en el pl seminal porcino que estimula la actividad
de la adenilato ciclasa en el espermatozoide (1). Se ha documentado también la fosforilacion de
una proteina de 5SS kD en espermatozoides de la cola del epididimo, no asi en los de la cabeza (1).
Existe evidencia de que otros factores modulan la movilidad. En ¢l himster, preparaciones
adrenales que poseen la propiedad de estimular la movilidad del espermatozoide tienen altos
niveles de los P-amino écidos taurina e hipotaurina (31). La taurina y su precursor hipotaurina
mantienen la movilidad del espermatozoide de hamster durante la capacitacién in vitro (30).

La membrana plasmitica esta dividida en dominios que difieren en composicion y funciéon.
También se ha demostrado que los dominios son dindmicos, y que experimentan cambios en su
organizacion y composicion durante la vida de esta célula. Se piensa que estos diferentes
dominios estén relacionados con diferentes funciones. La regién acrosomal con la exocitosis, la
ecuatorial y regién postacrosomal con la fusién de gametos, Ia pieza de en medio con el aporte de
energia y la cola con locomocién (1 y 13)

Los diversos dominios muestran diferencias en Ia distribucién de cargas, glicoproteinas y
antigenos, asi como también diferencias en el contenido de lipidos y particulas de proteina
intramembranosas (1 y 13).

La superficie del espermatozoide tiene carga negativa, con mayor densidad en la cola que
en la cabeza (13). El potencial de membrana (Em) en reposo es de -42 mV en el espermatozoide
de ratén. Esto en medio M-199 (Sigma), ver la seccién de material y métodos. Este valor es
cercano al determinado anteriormente en espermatozoides de toro en condiciones similares (50 y

67).




Cuando el espermatozoide de mamifero deja el testiculo no tiene la habilidad para

foecundar al 6vulo; obtiens esta habilidad al pasar lentamente a través del epididimo. La gran
mayoria de los espermatozoides se vuelven capaces de fecundar hasta que llegan a la cola de este
6rganc. Este proceso se llama “maduracién epididimal® (20). Se han reportado diferentes cambios
en el espermatozoide durante o posterior a la maduracion en el epididimo. La morfologia general
del micleo no cambia drésticamente, pero su cromatina se estabiliza por la formacion de puentes
disulfuro. También los componentes de la cola se estabilizan estableciéndose puentes disulfuro
durante la maduracion (20). La osmolaridad y composicion quimica del fluido secretado por el
epididimo varia de un segmento a otro. Por ejemplo Ia (K°] sumenta de ~20 mM en la cabeza, a ~
40 mM en Ia cola del epididimo. Por otro lado la [Na’] disminuye de méds de 100 mM en la cabeza
a menos de SO0 mM en la cola. Por lo anterior es de esperarse que la membrana plasmitica del
espermatozoide que esté en intimo contacto con este fluido, se altere conforme pasa a través de
ias diferentes regiones del epididimo. Es probable que toda la membrana plasmitica, tanto de Ia
cabeza como del flagelo cambie sus caracteristicas quimicas durante su paso por el epididimo (20
y 36).
Por otro lado se ha reportado disminuciéon del contenido de lipidos durante la maduracién
epididimal en cerdo, toro, cabra y rata, existiendo un contenido rico en colesterol en la membrana
plasmitica de wvarias especies de mamiferos. Esto probablemente refuerza la rigidez de esta
membrana y previenen la RA prematura. El hecho de que el epididimo, particularmente el cuerpo
del epididimo, tenga una alta sintesis de colesterol, podria sugerir que este lipido es una de las
moléculas integradas en Ia membrana plasmitica del espermatozoide durante la maduraciéon
epididimal (1, 32 y 20). Sin embargo se ha reportado que el contenido de colesterol del
espermatozoide completo de carnero, rata y hamster disminuye durante la maduraciéon en el
epididimo (13). Aunque se ha visto disminucién del colesterol, la relacién de
fosfolipidos-colesterol no cambia de manera importante en la maduracién epididimal, no asi
durante la capacitacién, donde dicha relacion si tiene variaciones importantes (13 y 33).

La membrana plasmitica también experimenta cambios en Ia composicion de proteinas
durante la maduraciéon en el epididimo. Nuevas macromoléculas de origen epididimal se adsorben
o integran a la membrana plasmitica. Entre las mis prominentes estin las glicoproteinas (20), que
s¢ integran a la membrans plasmitica que cubre la cabeza del espermatozoide durante la
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madursacion epididimal. Estos cambios ocurren por adicion de nuevos componentes a la superficie
del espermatozoide, por desenmascaramiento o modificacion de superficies preexistentes o por
pérdids de componentes de la superficie del espermatozoide. Se han reportado varios sitios de
unién a lectinas en el espermatozoide, encontréndose diez veces mis densidad en la cabeza que
en la cola (13). Por otro lado, estos cambios pueden ser responsables de Ia mayoria do las
modificaciones descritas previamente en las cargss de superficie y sitios de union a lectinas que
ocurre durante la maduracion epididimal (13 y 20).

Se cree que en Ia mayoria de las especies l1a maduracion del espermatozoide se completa
cuando alcanza el Gltimo segmento de la cola del epididimo. Sin embargo, en especies donde los
espermatozoides se almacenan durante algiun tiempo en los vasos deferentes antes de ser
liberados (i.e.: himster chino), Ia maduracién puede continuar 0 méis aiin completarse en ese sitio

(20).

a.1).- Capacitacion.-
El espermatozoide maduro de mamifero no es capaz de fecundar al 6vulo después de ser

eyaculado. Debe permanecer en el tracto genital femenino por algun tiempo para adquirsir la
capacidad de fecundar. Aparentemente el espermatozoide sufre algunos cambios fisiolégicos
dentro del tracto genital femenino, que en conjunto se han denominado "capacitacién®. El término
capacitacion se propuso para referirse a los cambios fisiologicos que sufie el espermatozoide y
que lo hacen capaz de fecundar al 6vulo (11 y 20). Es un fenémeno que experimentan
predominantemente los mamiferos. Hace casi 45 afios que se descubrié Ia capacitaciéon por Chang
y Austin (20); sin embargo se sabe muy poco a cerca de las condiciones o factores que controlan
1a capacitacién del espermatozoide dentro del tracto genital femenino. Se piensa que productos de
secrecion del tracto genital femenino son principaimente los responsables de la capacitacion del
espermatozoide in vivo. Se ha propuesto que algunas sustancias controlan la capacitacion; sin
embargo hace falta més investigacion al respecto (20 y 31). La capacitacion in vifro es posible sin
la intervencion de secreciones del aparato genital femenino (20). La mayoria de espermatozoides
de mamifero puede sobrevivir y capacitarse en un medio artificial similar a una solucién Ringer ‘s-
Kreps que contiene: Na®*, K’, Ca**, Mg**, CI, HCO,, PO,, SO,, lactato, piruvato, glucosa, y
albaomins. Ninguno de estos componentes es imprescindible para l1a mayoria de espermatozoides
ya que pueden sobrevivir y capacitarse en susencia de alguno de ellos. El espermatozoide de
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himster no puede sobrevivir si no se le sgregan catecolaminas (i.e.: epineftina ) y taurina o
hipotaurina (20 y 31).

Los estudios de capacitacion in vitro han arrojado algunos datos sobre los factores que Ia
controlan o afectan: 8) La capacitacién del espermatozoide es dependiente de la temperatura, es
comun utilizar entre 37 y 38°C. Sin embargo para cerdos y ovejas es més eficiente incubarios a
39°C (20). b) Entre individuos de Ia misma especie puede variar la velocidad de capacitacion; aun
en diferentes eyaculaciones del mismo individuo también es posible encontrar pequefias
variaciones. ¢) En condiciones in vizro se han establecido algunos tiempos de capacitacion: para
el conejo S-6 hrs, himster dorado 2 hrs y para el ratén alrededor de 1 hr (20).

Durante la capacitacion la movilidad del espermatozoide puede disminuir, sin embargo se
sabe que al menos en el inicio y al final del proceso se mueve vigorosamente. Al inicio el
movimiento es lineal, y al final es en forma sinusoidal. Algunos espermatozoides desarrollan un
movimiento muy activo conocido como "hiperactivacién™ (11 y 20). También se ha demostrado
que aumenta su metabolismo (i.e.: glucélisis y consumo de oxigeno) después de ser incubados en
el tracto genital o en ¢l medio de capacitacién. Se ha descrito que la concentracion intracelular de
K* (IK".])) disminuye significativamente; por otro lado cuando el espermatozoide estd listo para la
RA, la {Na";] aumenta dristicamente (12, 13 y 20). Poco se sabe sobre la variacién de [Ca* ]
durante la capacitacién; sin embargo usando quin-2, un indicador fluorescente para Ca*, se ha
encontrado que la [Ca**,] libre no cambia durante la capacitacién in vitro (20). Recientemente el
grupo de Florman reporté que durante la capacitacion del espermatozoide el potencial de Ia
célula cambia, desde -30 mV en bovino y -35 mV en ratén, hasta -60 mV en ambos. Esta
hiperpolarizacién de la membrana, se debe en parte a un aumento en la permeabilidad al K*. Si
este fendmeno se bloquea también se bloquea Ia RA inducida por ZP. Esto puede significar, que el
potencial de membrana ejerce un control importante sobre la capacidad para fecundar del
espermatozoide (92).

) En la mayoris de especies la estructura del acrosoma no cambia notablemente durante la
capacitacion. El niucleo del espermatozoide de la mayoria de mamiferos también se mantiene
estable a través de la capacitacién. Esto se debe a Ia presencia de abundantes puentes disulfuro
entre proteinas nucleares (20 y 1). Se han identificado antigenos de superficie en la membrana
plumiﬁaquouduprenden@dtmdunmchapuiuciémumoenhregiéndohabeu
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como también en la cola (12, 13 y 20). De este modo se infiere que las proteinas o glicoproteinas
liberadas y/o agregadas a !s superficie del espermatozoide durante la capacitacién deben ser
proteinas periféricas. Los cambios anteriores, al parecer, contribuyen a que el espermatozoide
tenga un movimiento flagelar normal y se expongan sitios de reconocimiento para las cubiertas del
évulo (11,12, 13, 20 y 4). Se han descrito cambios en la composicion lipidica de la membrana
plasmiitica del espermatozoide durante Ila capacitacion. El fosfatidil inositol aparentemente
aparece hasta que los espermatozoides se capacitan. La metilacion de fosfolipidos (i.e.:
conversion de fosfatidil etanolamina a fosfatidil colina) parece ocurrir durante la capacitacion en ef
espermatozoide de himster (13 y 20). Parece ser que los espermatozoides expuestos a un medio
capacitante pierden parte del colesterol de su membrana plasmitica. Con base en esto se ha
propuesto que la eliminacion gradual del colesterol por la albumina (o algunos otros componentes
del tracto genital femenino) es una parte esencial de la capacitacion. Por otra parte hay reportes
que dicen que la fluidez de los lipidos de la membrana de la cabeza y la cola cambian como
resultado de Is capacitacion. Ademis existen zonas en la membrana del espermatozoide en las que
los lipidos no son difusibles aiin antes de la capacitacion. Es razonable inferir que la cubierta de
moléculas sobre Ia superficie de espermatozoides no capacitados sirve pars limitar Ia fluidez de Ia
membrana y posiblemente restringir el movimiento de proteinas membranales cuys intersccidén

pueda requerirse para la iniciacién de la fusion de membranas (13, 20 y 34).

a.2).- Acrosoma y RA -

El acrosoma es un corpusculo rodeado de membrana que esté sobre el nacleo del espermsatozoide
maduro (acro = punta; soma = cuerpo). Es producto del complejo de Golgi y se sintetiza y
ensambla durante la espermatogénesis. El interior del acrosoma tiene un pH écido y contiene una
variedad de enzimas (hidrolasas écidas) tales como hialurodinass, 8—N-acetil glucosaminidasa, y
fosfatssa écids; ademis de la proteasa de pH neutro proacrosina. Se considera que el acrosoms es
un lisosoma modificado; pero no interviene en procesos degradativos dentro del espermatozoide,
sino més bien e3 una vesicula exocitdtica. Este organelo se forma en Ia ultima fase de la
espermatogénesis, primero como una coleccion de grinulos localizados cerca del micleo, en
asociaciéon cercana al prominente aparato de Golgi. Cuando et desarrollo avanza, estos grinulos
coslecen y forman un granulo principal que se une al nicleo y graduaimente se agranda. Con el
tiempo se expande a lo largo de la superficie nuclear formando un gorro sobre un polo del micleo.



Después de esto ¢l acrosoma se scpara de su asociaciéon intima con el complejo de Golgi, y se
aleja. Posteriormente junto con otros cambios dentro de la célula, el acrosoma gradualmente
asume la forrna que posee en el espermatozoide maduro. Durante la maduraciéon epididimal, a
pesar de los cambios que sufre la célula, la forma del acrosoma ya es caracteristica de cada
especie. La morfologia del acrosoma varia mucho entre especies; sin embargo su estructura bisica
y funcién son similares en todos los mamiferos (2, 16, 19 y 35).

En las especies en las que el espermatozoide tiene acrosoma, que son la mayoria, la RA es
un requisito indispensable para que esta célula pueda fecundar al é6vulo. Durante ésta reaccién la
membrana externa del acrosoma se fusiona con la membrana plasmitica, ocurriendo como
consecuencia la liberacion del contenido acrosomal (37 y 38). El acrosoma contiene enzimas
degradativas que abren un trayecto a través de las paredes externas del 6vulo, (fig 2). Aunque
algunas de estas enzimas pueden estar integradas dentro, o sobre la membrana acrosomal, las
enzimas acrosomales son las més importantes en la degradacion de las capas extermas del 6vulo.
De las diversas enzimas acrosomales que se han encontrado, la hislurodinass, la acrosina y su
zimégeno proacrosins son de las miés estudiadas. Su presencia en la matriz acrosomal se ha
demostrado mediante técnicas citoquimicas o inmunocitoquimicas a nivel de microscopia
electrénica (19, 16 y 20). En la mayoria de los mamiferos, el 6vulo esta rodeado por un tipo de
células llamadas del cumulus; el principal componente de la matriz del cimulus os el écido
hialurénico. Se cree que Ia hialurodinasa presente en el acrosoma se encarga de digerir este dcido
hialurénico. A la acrosina se le atribuyen los siguientes efectos: a) induce o asiste en las fusiones
multiples entre las membranas externa del acrosoma y plasmitica del espermatozoide, b) dispersa
la matriz del acrosoma durante la RA,. c) participa en Ia union del receptor del espermatozoide a
los ligandos de la zona manteniendo al espermatozoide unido una vez que la RA ha ocurrido, d)
ayuda al espermatozoide a penetrar la zona pelicida. También puede participar en Ia
fusién del espermatozoide con el 6vulo. La proacrosina es el precursor (zimégeno) de la
acrosina (11, 16, 20 y 39). La velocidad a Ia que se lleva acabo la RA puede variar entre las
diferentes especies, y depende de las condiciones del espermatozoide y del medio al que esté
expuesto. Se piensa que no todos los espermatozoides expuestos a zonas pelicidas sufren la RA
al mismo tiempo. Aproximadamente a los 2 min. una parte de los espermatozoides expuestos a la
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Fig. 2.- Diagrama que describe los pasos que llevan al espermatozoide a experimentar la RA. El
inductor es la ZP,, que provoca la fusion de las membranas externa acrosomal y plasmiitica del
espermatozoide, con esto se liberan las enzimas liticas que abren un trayecto a través de las
cubiertas externas del 6vulo. Muy cerca de la ir brana itica del 6vulo se encuentra una
serie de grénulos; poco después de que se fusiona el espermatozonde liberan su contenido al
exterior y modifican las condiciones fisicoquimicas de la ZP. Con esto se evita que Otros
espermatozoides se fusionen posteriormente. Este fendmeno conocido como Reaccion Cortical es
uno de los mecanismos de los que se vale el 6vulo para evitar la poliespermia. Revisado en (16).




zona pelicida compictan la RA; la mayor parte reaccionan después de 15 a 30 min. Estos .
resultados se obtuvieron en ratén, himster y cuyo (20). Mis recientemente se vio que, en el |
espermatozoide de bovino la RA se completa de 12-13 min después de exponerios a ZPs (91). .
Este proceso exocitético, que es dependiente de Ca** externo sucede en otras células (i.e.: en la
liberacion de enzimas pancrefticas y en la liberacion de neurotransmisores en terminales
nerviosas). El Ca*? a concentraciones mM, facilita la fusion entre dos membranas uniéndose a los
fosfolipidos aniénicos e induciendo separacion de fase de los fosfolipidos de membrana. o
Durante la RA. suceden eventos que se han caracterizado en el erizo de mar: a) hay un,
influjo de Ca* y Na" y salida de K* y H, lo que da como resuitado un aumento en la [Ca*’], de .
pH, y cambios en el potencial de membrana (41, 42, 43). En el espermatozoide de mamifero los
flujos de Ca®" y H" que ocurren durante la RA, parecen ser anilogos a los que se presentan en el - N
erizo de mar ( 67, 90, 91 y 95). La ZP depolariza y alcaliniza la célula, dando como resultado un,
aumento en la [Ca®'), y la RA. Si se bloquea alguno de estos cambios, la RA se produce con
_ mucha menor eficiencia (91). De alguna manera estos cambios son mediados por proteinas G ya .,
que la toxina pertussis (PTX), un inactivador especifico de proteinas G del tipo G,y G, inhibes . ,
ambos cambios en el espermatozoide de raton, bovino y humano (38, 40 y 47). Aunque mis,. .,
recientemente se reportd que es el aumento de pH el que es sensible a PTX (91). También se ha,
detectado en el espermatozoide de mamifero la presencia de G, otro tipo de proteina G, Iacuales.
insensible a la PTX (21). Por otro lado también existen referencias que dicen que durante laR.A. ; |
hay aumento de la concentracién de AMP,, GMP, e IP,; cuyo papel es clave en la transduccién de. 4,
sefiales dentro de la célula, funcionando como segundos mensajeros durante la RA (44, 40, 45 y,,
46). Recientemente se detectaron miembros de la familia del receptor olfatorio acoplados a,, .
proteinas G en el espermatozoide de perro. No se conoce el papel de estas moléculas pero se,
propone que podrian participar en la quimiotaxis del espermatozoide durante la fecundacion (26).. ,
Reportes recientes han indicado que el fluido folicular humano en la mujer contiene compuestos,. .
que participan en la quimiotnxis'y/o quimiocinésis; ademis estos compuestos pueden cambiar la,. |
mancra de moverse del espermatozoide (40). La RA puede considerarse por si misma como un_.
proceso de seleccién disefiado pars asegurar que el espermatozoide que logre depositar Ia
informacién genética dentro del 6vulo, sea miembro de una poblacién de espermatozoides que, 2

)
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estén en Optimas condiciones. Los pr de seleccién celular en el tracto genital femenino
representan un importante fenémeno biolégico y no son los Unicos presentes en la naturaleza (35).

Ademiés de la ZP, la RA puede inducirse in vitro por la exposicion a otros agentes
fisiolégicos como células del cumulus o fluido folicular y por agentes quimicos como los
iondforos de Ca** A23187 y ionomicina(18). Se ha comprobado que la progesterona que se
encuentra almacenada o que se produce ‘en lIas células del cumulus, induce exocitosis del
acrosoma (23). Cuando el espermatozoide de ratén se expone primero .. la progesterona y
después a la ZP 1a RA se incrementa; en comparacion con la exposicion a los dos agonistas juntos
o en orden inverso (23). Aparentemente la progesterona actua sobre un receptor tipo GABA,, ya
que el efecto de este esteroide es similar al obtenido usando écido y—aminobutirico (GABA), y se
bloquea por bicuculina un antagonista conocido del receptor a GABA. (23, 5SS y 40).

El A23187, conocido también como calcimicina, es un antidbiético producido por una ceps
de Estreptomices Chartreusensis. Este compuesto se comporta como un ionéforo de cationes
divalentes por que es capaz de atravesar la bicapa lipidica ya que tiene una superficie hidrofébica.
Se ha utilizado como herramienta bioquimica para introducir Ca®* en células y organelos. La RA
es un fenémeno dependiente de Ca** externo (20), por lo que al aumentar Ia [{Ca®');, en el
espermatozoide mediante el uso de A23187 se produce la exocitosis acrosomal (53 y 54).

b).- El Ovulo.-

El 6vulo es la célula que la hembra aporta para la fecundacioén, contiene toda la maquinaria
necesaria para que después de recibir al espermatozoide inicie el desarrollio de un nuevo individuo.

Los 6vulos son producidos en el ovario, y cuando estan totalmente maduros son liberados.
Al salir del ovario los gametos van rodeados por una nube de células foliculares (fig 1-A) a las
que se conoce como "cumulus oophorus” (cuimulus = nube). En la mayoria de mamiferos, el
comulus persiste alrededor del 6wvulo in vivo no sdlo durante la fecundacién sino también por
algun tiempo después que el 6vulo fue fecundado. La presencia del camulus no es esencial para la
fecundacion in vitro, pero su presencia puede facilitarla, sirviendo de apoyo para la unién del
espermatozoide. Se cree que evita que ¢l espermatozoide se aleje por efecto de su movilidad
después de sufiir la RA y durante el periodo de unién secundaria , asegurando la segunda union
(9, 11 y 20).
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Otra capa que se encuentra recubriendo al évulo es la zona pelucida (ZP), llamada asi por
su clara apariencia (pehicida = clara), es el inductor fisiolégico de la RA en mamifero. Esta
constituida por tres glicoproteinas sulfatadas; ZP1, ZP2 y ZP3; ias cuales estén muy conservadas
en todos los évulos de mamiferos. (i.e.: la ZP, tiene una homologia de 67% entre el humano y el
ratéon, 20 y 76). Las glicoproteinas de la ZP estén interconectadas en filamentos, ensambladas en
paquetes y dispuestas en capas estratificadas presentes aproximadamente cada 150 A. Los enlaces
s0n escasos entre los paquetes y de naturaleza no covalente, esto hace a la ZP muy elistica, por lo
que seria posible que la delgada cabeza del espermatozoide penetre también mecanicamente
ayudado por la movilidad de su flagelo (1, 40, 11, 24 y 20). Esté reportado que de una hembra
se pueden obtener de 180 a 220 ZPs, y cada una pesa de 3-4 ng (Bleil, 1993). Para inducir Ia RA
in vitro con ZPs se utilizan diferentes concentraciones que van de 20 (nuestro grupo), a SO ug/ul
(95). Esto equivalede S a 17 ZPs/jl.

La ZP, es una glicoproteina de ~ 83 kDa es el principal componente de la ZP,
encontréndose méis de un billén de moléculas de ZP,; en dvulos de ratén. La ZP, tiene la propiedad

de ser ¢l receptor primario del évulo al espermatozoide y ademids de inducir en éste la RA (1, 6,
13, 16, 19, 20, 24 y 40). Se calcula que Ia cabeza del espermatozoide tiene aproximadamente de

10 a 50,000 sitios de unién para Ia ZP, (11). La ZP, ( ~120 kDa.) funciona como el receptor
secundario pars ¢l espermatozoide. Mientras que 1a union primaria se establece entre la membrana
plasmitics del espermstozoide y la ZP,, Ia uniéon secundaria se establece entre la membrans
acrosomal interna y Ia ZP, posterior a la RA (20 y 24). Es probable que la unién secundaria
represente la estrecha asociacion entre el espermatozoide y la ZP durante su penetracion,
promovida por las enzimas acrosomales. La ZP, sirve como sustrato pars la protessa acrosomal
(11 y 20). En experimentos probando ZP, marcada con 1'*® se ha encontrado que se asocia

especificamente con las cabezas de espermatozoides reaccionados (11). Como ya se dijo, sélo los
espermatozoides cspacitados y resccionados se unirén a la ZP del 6vulo de ratén, especificamente
en la ZP,. Una vez que esta union ya se ha dado el espermatozoide se unird otra vez y
permanecerd unido durante su penetracion en la ZP. Es probable que estos sitios de afinidad por
Is ZP, en Ia cabeza del espermatozoide reaccionado sean muy numerosos pero de baja afinidad, ya
que la disociacién de uns proteasa y los productos proteoliticos es muy répida. Por otro lado, si
estas uniones fueran muy fuertes el espermatozoide se quedaris en la ZP para siempre (20). Si no
13



existiera esta segunda unién es posible que el espermatozoide sélo golpeara ligeramente a la ZP,
sin tener el tiempo suficiente para una estrecha asociacién. De hecho el nimero de sitios de unién
para la ZP, en ¢l espermatozoide es mayor que pars la ZP, (11). La ZP, (~200 kDa) sirve para

mantener unida la estructura de la ZP actuando como puente entre la ZP, y la ZP, (24).
En muchas especies las propiedades de Ia ZP cambian drésticamente despuds de la

fecundacién, en especial l1a ZP,. Esto evita que otros espermatozoides puedan penetrar la ZP; y
representa una de las estrategias que utiliza el 6vulo pars evitar la poliespermia. Dicha estrategia
conocida como reaccidn de zona, no sucede en todas las especies de mamiferos (20). La mayoria
de espermatozoides tardan 30 min. 0 més antes de que empiecen s atravesar la ZP y se estims
que en el ratén el espermatozoide tarda ~ 20 min en atravesar la ZP in vitro. Aparentements el
movimiento vigoroso de la cola es esencial para la exitosa penetracion de la zona; sin embargo un
fuerte movimiento solamente no es suficiente pars un efectivo paso a través de la ZP. Lo més
probable es que el espermatozoide use tanto medios mecénicos como medios enziméticos pars
poder atravesar las cubiertas del 6vulo (20).

Debajo de la membrana plasmitica, dentro del évulo no fecundado de la mayoria de
animales vertebrados e invertebrados, existe una capa de pequefios organelos cubiertos por
membrana conocidos como grénulos corticales. La entrada de un espermatozoide hace que el
6vulo libere el contenido de los granulos corticales hacia el exterior, (fig 2). La liberacién de los
granulos corticales ocurre por el mismo mecanismo que la del acrosoma del espenmatozoide y es
‘precedida también por una onda de aumento de [Ca*']). En el hamster la liberacién de Ca?
empieza cerca del punto donde se fusiona el espermatozoide (20). Entre las sustancias que se
liberan de los granulos corticales hay enzimas que modifican las caracteristicas fisicas y quimicas
de la ZP, de tal forma que los espermatozoides no pueden ya penetraria (19, 20 y 37). Aunque la
exocitosis de los grénulos corticales es un buen indicador de la activacién de Swvulos, no es
absolutamente necesario pars la iniciacién del desarrollo normal del embrién. La iniciscion del
desarrollo sin exocitosis de grénulos corticales o con exocitosis incompleta, es posible en
mamiferos (48).

Varios grupos han intentado la identificaciéon del receptor del espermatozoide a la ZP,.
Existen por lo menos tres candidatos: a) Evidencias inmunoldgicas sugieren que puede ser una
galactosiltranaferasa que esti localizada sobre la membrana plasmética que recubre la cabeza del

14



espermatozoide. Ademiés haciendo mutaciones en las que se logré sobreexpresar dicha
galactosiltransferasa, se ob una ibn mis fuerte y como consecuencia una mayor
fecundacién del espermatozoide (11, 20, 49 y 76). b) Mediante electroforesis de geles de
proteinas del espermatozoide se detecté que la ZP, une a una proteina de 95 kDa, Aﬁﬁcuetpos
dirigidos contra fosfotirosina se unen a esta proteina, que también se localiza en la region
acrosomal del espermatozoide de raton (11). Se postula que esta proteina sea una tirosincinass y
se autofosforile o0 s6lo sea sustrato de otra cinasa ya que paroce fosforilarse de manera
dependiente de AMP_ (50). Lo que si se sabe es que la induccion de 1a RA por Ia ZP, tiene que
ver con la fosforilacién de varias proteinas incluyendo 1a de 95 kDa (11 y 50). ¢) Una proteina
homomultimérica de 56 kDa conocida como_sp3S6, tiene muchas de las propiedades esperadas
para poder reconocer a la ZP,. En columnas de afinidad seuneala ZP,yno asia la ZP,. En
experimentos de entrecruzamiento se demostré que la ZP, especificamente se asocia con esta
proteina sobre la superficie de l1a cabeza del espermatozoide. La sp56 bloquea el reconocimiento
del 6vulo al espermatozoide. Esta proteina tiene dominios de reconocimiento a carbohidratos que
tienen una alta homologia con los dominios que contienen lectinas previamente caracterizadas.
Esto es de esperarse ya que la spS6 es una lectina que tiene afinidad por a-galactoss. La 5956
s6lo se ha encontrado en el espermatozoide de ratén y himster. Ambas especies reconocen a la
ZP del ratén. Sin embargo sp56 no se encontrd en el espermatozoide de bumano y cuyo, los
cuales no se unen a la ZP del ratén. El reconocimiento y 1a unién del évulo con el espermatozoide
en mamiferos es extraordinariamente especie-especifico. Es probable que sp56 sea parte de esa
especificidad y las especies que no Ia contienen pueden tener otra proteina con baja homologia a
1a spS6. En testiculo de rata se ha identificado una proteina de 54 kDa que tiene afinidad por
galactosa (11 y 52).

Del mismo modo, también se ha estudiado el probgble receptor del espermatozoide a la
ZP, . Es posible que este papel lo realice la acrosina, la més abundante de las enzimas
acrosomales. Las evidencias que apoyan esto son: a) La acrosina tiene especificidad por sustratos
como la tripsina (inhibidores de proteasa bloquean la unién secundaria a la ZP, no asi a la
primaria), b) proteinas de ZP, solubles y marcadas con '¥I se unen a proteinas de espermatozoide
total en geles separadas por electroforesis. Aun no existe evidencia directs que apoye esta idea
(11y 20). Se piensa que los receptores del espermatozoide a la ZP son del tipo lectinas con
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actividad de unién a saciridos; y se propone que la union del espermatozoide a la ZP se realiza en
la forma de enzima-sustrato (20).
L2.- FUSION DEL OVULO CON EL ESPERMATOZOIDE:

La fusién de célula a célula es parte importante de varios procesos biologicos incluyendo
la fecundacion e invasidon de células por agentes infecciosos. Los mecanismos de fusion de
membranas no estén claramente entendidos pero actualmente se pi que comprenden al menos
siete pasos (S6).

Por experimentos de microscopia electronica se ha detectado que la primera region de la
membrana plasmitica del espermatozoide de mamifero que se fusiona con el 6vulo es la region
ecuatorial (4 y 20).

En el 6vulo maduro hay por lo menos dos regiones distintas en la membrana plasmitica:
El dominio libre de grénulos corticales que esté sobre los cromosomas en metafase y el resto del
é6vulo que lo forrma una zona que ademis de contener granulos corticales también contiene
microvellosidades. En la zona libre de granulos corticales también hay carencia de
microvellosidades y una més alta densidad de actina cortical (4 y 20). La fusion del évulo con el
espermatozoide preferenciaimente se realiza en la zona que contiene grinulos corticales; y no
ocurTe O raramente ocurre en la zona libre de microvellosidades. (4 y 20). Los mecanismos
moleculares por los cuales la zona libre de microvellosidades es preferencialmente excluida no se
conoce. El estudio de la fusién del 6vulo con el espermatozoide puede dificultarse debido a las
limitaciones de la disponibilidad de gametos. También a la inaccesibilidad de los procesos in vivo,
lo cual obliga a que la mayoria de estudios se realicen in vifro.

La RA es un requisito para que el espermatozoide pueda fusionarse con el évulo (4 y 20),
espermatozoides que no sufren la RA solamente se unen a la membrana del 6vulo pero no se
fusionan (20). La RA puede inducir un cambio en la superficie del espermatozoide que permite
que ocurra la fusién. Yanagimachi ha mostrado que el espermatozoide de himster con el
acrosoma intacto y tratado con el contenido acrosomal crudo, es incapaz de fusionarse con évulos
libres de ZP (20). Esto habla de que el contenido acrosomal es Gtil pero no suficiente para la
adquisicion de fusibilidad del espermatozoide y que otros procesos fisioldgicos requeridos,
ocurren durante la RA. Probablemente se exponen nuevas proteinas de superficie.
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Por el contrario la movilidad no es un requerimiento absoluto para la fusion;
sspermatozoides inméviles o dédbilmente mobviles pueden fusionarse con 6vulos libres de ZP (4 y

20).
A diferencia de Jo que sucede con el espermatozoide, los 6vulos adquieren la capacidad de
fusién antes de que completen su madurez. Los ovocitos de himster adquieren Ia capacidad de

fusionarse cuando alcanzan un tamafio de 20 um de dikmetro, cuando las microvellosidades vy Ia
ZP empiezan a sparecer (4). La habilidad del 6vulo para fusionarse con el espermatozoide es
transitoria, despuds de la fecundacién ls membrans plasmitica del cigoto pierde su habilidad para
fusionarse con otros espermatozoides. Esta pérdida de la fusibilidad del ovocito fecundado varia
segiin la especie: en conejos es inmediata, pero en el hamster a pesar de que la fusibilidad
disminuye dristicamente, no se suspende por completo hasta el estado de 8 células de Ia
embriogénesis (4). Por otro lado existe uns especificidad de especio para ls unién y fusion de las
membranas de ios gametos, esto crea uns restriccion para que la fusion de dos células de

Mupodnuniﬁu.botoduhsupeciudcmﬂ&roshnnahouumdindn.dévﬂo
del himster es ¢! mis disponible para pemmitir ia penetracién por espermatozoides de otras

especies. Sin embargo, ain este 4vulo muestra preferencia para fusionarse con el espermatozoide
de su misma especie. Existen reportes de unién entre gametos de especies diferentes pero sin
legar a la fusién (4).

Se sabe con certeza que la membrana plasmitica del espermatozoide se integra totaimente
vy se hace parte de la membrana plasmitica del 6vulo durante la fecundacién (20).

L3.- MOLECULAS DEL ESPERMATOZOIDE INVOLUCRADAS EN LA UNION Y

FUSION :

La unién y fusién del espermatozoide son eventos independientes; bajo ciertas condiciones
ol espermatozoide puede unirse s la membeana del évulo sin fusionarse. Sin embargo, se asume
qQue Ila unién es un prerrequisito para ia fusion. Mediante experimentos de inhibicién por

anticuerpos se han logrado identificar proteinas que tienen un papel en Ia unién y/o fusion det
Svulo con ef espermatozoide:
2)_PH30.- Es una proteina integral de membrana con dos subunidades (x45-49 kDa. y B 25-33

kDa.), fue identificada en ia cabezs del espermatozoide de cuyo. Anticuerpos contra esta proteina
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inhibe la fusion pero no 1a unién del 6vulo con el espermatozoide de una manera dependiente de la
dosis, aproximadamente en un 74 %. La secuencia de aminoicidos de las dos subunidades de
PH30 también muestra caracteristicas que sugieren un papel en 1a fusion de los gametos. Ambas
subunidades tienen homologia con desintegrinas, una familia de ligandos que se unen a integrinas.
Las integrinas son una clase de protcinas de adhesion a la superficie celular (4). PH30 también
muestra cambios en 1a expresion de epitopes simultaineamente con el cambio en localizacion. Esta
proteina permanece en la region posterior de la cabeza después de la RA, un lugar apropiado para
poder participar en Ia fusion (4).

b) DE es una proteina identificada en el espermatozoide de rata, estd compuesta por dos
polipéptidos de 37 kda (D y E). Esta protcina es periférica y se encuentra mis estrechamente
unida que la mayoria de proteinas periféricas. Estudios de inmunofluoresencia muestran que DE
inicialmente estd en la region dorsal del acrosoma., pero cambia su localizacion a la region
ecuatorial durante 1a capacitacion (4). Anticuerpos dirigidos contra DE inhiben 1a fecundacion in
vivo e in vitro aproximadamente en un 80 %, comparado con el control sin anticuerpo 20 %.
Preparaciones parciaimente purificadas de DE que provienen del epididimo son capaces de unirse
al 6vulo e inhibir 1a fusion del espermatozoide en una manera dosis-dependiente, sin embargo la

unién no se inhibe. Se propone que DE participa en un paso de fusion sub a la union del
espermatozoide.

€) Se identificaron dos anticuerpos monoclonales, M29 y M37 contra el espermatozoide de raton.
Ambos anticuerpos inhiben la fusion del espermatozoide con el 6vulo de raton, y reconocen
antigenos que estan sobre la region ecuatorial del espermatozoide. M29 reconoce una banda de
40 kDa en "Westermn blots”, es aparentemente un producto de ruptura de un polipéptido de 60
kDa. El antigeno que reconoce M37 no se ha caracterizado (4).

d) OBF 13 es otro anticuerpo monoclonal dirigido contra ¢l espermatozoide de ratdn que también
inhibe 1a fusién del 6vulo con el espermatozoide en un 83 %. OBF 13 no inhibe la union del
espermatozoide con dvulos de hémster. Esto sugiere que este anticuerpo esta dirigido 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?* 6 induciendo la

RA con A23187. No se une a espermatozoides del epididimo recién obtenidos (4).

18



e)momaﬁﬁdommdemonidomciondodehums, conocido como
MHG61 inhibe la fusién del espermatozoide de humano con 6vulos de himster libres de zona en un
70 % . MH61 reconoce una proteina de 43 kDa en "Westem blots". Este anticuerpo se une en Ia
cabeza, incluyendo el segmento postecuatorial de espermatozoides reaccionados. MH6! no se
une a espermatozoides sin reaccionsr (4).

Lé.- MOLECULAS DEL OVULO INVOLUCRADAS EN LA FUSION :

Varias lineas de evidencia sugieren que una integrina de la superficie del 6vulo puede ser
el recoptor para una molécula de superficie del espermatozoide que actua en el paso de unién que
guis a Ia fusion (4). Como ya dijimos las integrinas son una clase de moléculas de adhesién celular
que unen células a la matriz extracelular o a otras células. Las integrinas se han encontrado sobre
la superficie de muchos tipos de células incluyendo el 6vulo de humano y hamster. Las
desintegrinas es una clase de ligandos de integrinss. Esta clase de ligandos contienen un tripéptido
formado por Arginina, Glicina y Ac. Aspartico en sus dominios de unién, ademés se sabe que
_ péptidos que incluyen este tripéptido cvitan Ia fusién del espermatozoide con el 6vulo (4 y 40).

Por otro lado tratamientos con proteass sobre 6vulos libres de ZP reduce el porcentaje de fusion.
La efectividad en la fusién se recupera después de 6 hrs. La pérdida y subsecuente recuperacién
de los niveles de fusion coincide con la desapariciéon y resparicion de una banda de 94 kDaen 1a
superficie del 6vulo. Con base en su tamafio, esta proteina de 94 kDa podria ser una subunidsd B
de una integsina que participa en la fusion de los gametos (4 y 14).

Transitorios de Ca*" y oscilaciones de [Ca?"], son una caracteristica comuin de la respuesta
de células somiticas a un amplio rango de sefiales intra y extracelulares. Posterior al evento de
fusioén se inicia en el 6vulo fecundado una onda de incremento en la [Ca?"]), justo en Ia zona donde
ocurri6 la fusion del espermatozoide. El inicio de esta onda transitoria de Ca?*, puede tomar
desde segundos, en el 6vulo de himster, hasta minutos en el de raton. Este retraso, que sugiere
una reaccion enzimitica o limitaciones de difusién, estd determinada por el espermatozoide (40).
Cuando el espermatozoide se fusiona con el 6vulo incorpora todos sus segundos mensajeros,
enzimas y sistemas de transporte idonico. Durante la fusién suceden cambios dristicos en ambas
células; inicialmente el espermatozoide se hiperpolariza hacia el potencial del 6vulo y después el
6vulo se depolariza. Estos cambios de potencial pueden modular canales en el espermatozoide,



que ahora es parte del dvulo, asi como también los propios del 6vulo, comenzando las cascadas
de sefiales que iniciaran el desarrollo (40).
LS.- FUSION DE MEMBRANAS:

Las cédlulas necesitan organizar sus espacios con el obj de compartamentalizar
su interior, deben fusionar sus membranas para poder mezclar su contenido. Por ejemplo el
espermatozoide con el 6vulo se fusionan para lograr la fecundacion. Los estudios mis detallados
de mecanismos moleculares de Ia fusion de membranas se han tomado de la fusion de algunos
virus con la célula huésped. Sin embargo aunque existen diferencias significativas en la fusion de
célula a célula eucaridtica, los principios bisicos y aun detalles mecénicos pueden ser los mismos
(4). La mayoria de los eventos de fusién de membranas involucra las membranas dentro de una
misma céluls, y estos procesos se han estudiado intensamente. Se sabe mucho menos acerca de
los mecanismos moleculares de fusion entre las membranas de dos células. Los mecanismos de
esta fusion de membranas todavia no estin bien claros; sin embargo en el presente se cree que
existen al menos siete buos distintos : inicio, acoplamiento de membrana, contacto intime de
smembrana, mexcla de lipido/proteins, aperturs del poro de fusién, ampliacién del pore de
fusién, y mezclado del contenido (56). A continuacion se describen algunos de estos pasos:

a).- Acoplamiento y contacto intimo.- En algunos sistemas durante la fusion de membranas no
hay acoplamiento( i.e.: neutréfilos y mastocitos). En otros sistemas como en el paramecio,
durante Ila descarga de tricocistos y en Ia exocitosis de granulos corticales del évulo de erizo de
mar, los grénulos secretorios ya estan en contacto muy cercano con la membrana (< Snm). En ls
unién neuromuscular de la rana aparecen vesiculas sinépticas que se alincan en zonas activas.
También en mamifero existen estas zonas activas donde las vesiculas sindpticas se acoplan (57 y
58). Aunque el acoplamiento de membranas es un requisito para Ia fusién, no necesariamente
conduce a la fusién. En los gametos la unién con el 6vulo ocurre en espermatozoides tratados con
dos diferentes anticuerpos monoclonales, sin embargo la fusién no se realiza (56).

b).- Poros de fusién: Durante la fusion de membranas biolégicas se forma un poro de fusién
medible por experimentos de capacitancia de célula entera (4 y 56). En experimentos a baja
temperatura se logré ver que la formacion del poro de fusién fue creciendo continuamente y no
abruptamente como sucede en canales i6nicos. En mastocitos la conductancia inicial del poro de
fusién es de SO a 1500 pS. El diametro calculado del poro inicial es de 1-4 nm (56). La formacion
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del poro de fusion es reversible, es decir, el poro de fusion puede cerrarse, un fenomeno conocido
como fluctuacion. En la fusion del 6vulo con el espermatozoide también se ha detectado la
formacién reversible del poro de fusion (56). Una conclusion general entre los investigadores es
que la fusién de membranas diologicas esté mediada por proteinas, pero poco se sabe acerca de
las proteinas que median la mayoria de reacciones de fusion biolégica (56). Muchas proteinas
intracelulares se han propuesto como proteinas de fusion en la exocitosis, trifico intracelular y
transmision sindptics (56 y 57). En algunos sistemas como liberacion de vesiculas exocitoticas la
proteina de fusion s6lo esté en una de las dos membranas. El hecho de que las proteinas de fusion
necesiten 3610 estar presentes en una de las dos membranas, significa que los lipidos mismos
pueden ser el blanco para la fusién de membranas bioclogicas mediadas por proteinas (56). La
aposiciéon de membranas lipidicas esta sujeta a fucrzas de repulsion por hidratacién; sin embargo
lipidos con baja hidratacién promueven la fusion (i.e.: fosfatidiletanolamina). Debido a que los
lipidos hidratados se repelen a cortas distancias, se debe desarrollar presién en la region de
aposicion (56). Se ha propuesto y probado un mecsnismo para la fusién de bicapas lipidicas el
cual puede tener relevancia en la fusion biologica. En bicapas lipidicas planas se logré ver primero
Ia fusion de las monocapas externas, en el segundo y subsecuente paso se completa la fusién de
las monocapas internas (56).

Se sabe por experimentos de difraccion de rayos X y RMN que existen tres formas
moleculares de los componentes de lipidos : conos (i.e.: fosfatidiletanolaminas y cardiolipinas en
la presencia de iones Ca®), cilindros (i.e.: fosfatidilcolina), y conos invertidos (i.e.:
lisofosfatidilcolina). Los conos tienden a formar preferentemente micelas invertidas, los cilindros
bicapas y los conos invertidos micelas. Las formas de lipidos en monocapas tienden a formar
curvsturas esponténeas. Los conos, cilindros y conos invertidos forman curvaturas negativa, cero
y positiva respectivamente. La fusion de bicapas lipidicas es muy sensible a Ia curvatura
espontinea de sus constituyentes (S6).

La tensién mecanica, hidratacién y curvatura esponténea de las membranas biolGgicas
pueden modularse por todos los componentes encontrados en las membranas celulares. Las
proteinas pueden interactuar con lipidos para cambiar Ia curvatura esponténea, repulsion y

tension, ya sea directa o indirectamente a través de actividad enzimiética (56).
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L6.- CANALES IONICOS:
La bicapa lipidica, que constituye la parte estructural mis importante de las membranas

biolégicas, permite ¢l paso de no clectrolitos de acuerdo con su constante de particion en ella. Sin
embargo la bicapa es una barrera energética muy efectiva al paso de moléculas cargadas. Existen
en las membranas bioldgicas moléculas que son capaces de facilitar ¢l paso de iones tanto a favor
como en contra de su gradiente electroquimico. Estas proteinas de membrana permiten que Ia
célula pueda generar y utilizar la asimetria en la composicion idnica entre los distintos
compartimentos celulares (59). Las proteinas de membrana que transportan iones a favor de su
gradiente electroquimico se conocen como scarreadores y canales. Cuando el transporte se lieva a
cabo en contra del potencial electroquimico es mediado por bombas. Este transporte implica gasto
de energia (59).
Los canales i6nicos son proteinas intrinsecas que straviesan la membrana celular formando un
* poro hidrofilico (fig 3), a través del cual se cataliza el flujo de iones (59 y 61). La idea de que las
corrientes i6nicas estaban mediadas por estructuras como poros fue primeramente sugerida por
Hodgkin y Keynes en 1955 (61).

El transporte de iones a través de los canales es muy eficiente, alcanséndose de 10° a 10°
iones seg' con una fuerza electromotriz de 100 mV. Esta eficiencia es msyor a los de la gran
mayoria de las enzimas solubles, incluso las mis répidas, como la anhidrasa carbénica cuyo
namero de recambio es del orden de 1x10° seg.”'(59, 61 y 62).

Los acarreadores por su parte tienen una efectividad de transporte varios ordenes de
magnitud menor que los canales, y algunas ATPasas s6io mueven del orden de 100 iones seg’
(61). Esta caracteristica ha permitido el desarrollo de estrategias experimentales que permiten
observar la actividad de un solo canal tanto /in vivo como reconstituido en membranas modelo.
Los canales efectian el flujo de iones selectivamente, y la célula regula finamente este flujo. Los
canales son especificos para un ion; su nomenclatura se basa en ¢l nombre del ion que transportan
mis eficientemente en condicioﬁu fisiologicas, existiendo canales de Na*, de K*, de Ca?, de CI',
etc (62 y 63). Los canales se pueden clasificar con base en la manera en que son regulados por ia
célula, existiendo canales: operados por ligando, por el voltaje, por ambos, por tensidén, por
metabolitos celulares, etc (59, 62 y 63).
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Fig. 3 .- Modelo hipotético de un canal iénico. Es un poro hidrofilico que permite el flujo de
iones a través de la bicapa. Contiene filtro de selectividad, compuerta, y sensor de voltaje.
Algunos canales estin glicosilados en el lado extracelular, y pueden contemer sitios de
fosforilacion en el lado citoplésmico. Revisado en (59).
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El fenémeno eléctrico surge cuando cargas de signos opuestos se separan y pueden moverse
independientemente. A cualquier flujo neto de cargas se le llama corriente (I). Los flujos idnicos a
través de los canales producen corrientes eléctricas que pueden medirse, la unidad de medida de la
corriente es ¢l Amperio (A). Considerando que un canal deja pasar del orden de 1x 10’ iones seg’
y que 1 Coul = 6.24x10'* cargas clementales, entonces 10’ iones = 1.6 x 10'’Coul. Sabemos que
un Amperio corresponde al flujo constante de un Coul por segundo (Amperio = 1 Coul seg). Por

1o tanto Ila corriente que pasa a través de un solo canal idnico puede ser mayor de 1.6 x 10*?
Amperios es decir 1.6 picoAmperios (pA). Los sistemas actuales para la mediciéon de canales son
capaces de medir hasta fracciones de pA. Esto permite seguir 1a actividad de un canal (59 y 62).
Por la convencion de Benjamin Franklin la corriente positiva fluye en la direccién del movimiento
de las cargas positivas, y uns corriente eléctrica se dice que fluye desde el polo positivo al
negativo. Al electrodo positivo se la llama inodo y al electrodo negativo cfitodo Tomando esta
convencién los aniones fluyen hacia el 4nodo y los cationes hacia el cétodo (62). El tamafio de 1a
corriente se determina por la diferencia de potencial entre los electrodos y por la conductancia
eléctrica de 1a solucién que separa los electrodos. La diferencia de potencial entre dos puntos que
estan separados por un aislante es més grande que la diferencia entre dos puntos separados por un
conductor. Una diferencia de potencial existe entre el interior y el exterior de las células. Esta
diferencia se expresa como voltaje (V) , AV 6 Em, y se mide en Volts. La diferencia de potencial
a través de la célula que se conoce como potencial transmembranal, es tipicamente de 30 a 90 mV
negativos en el interior de la mayoria de células animales (64). Esto implica que ¢l potencial cae
desde estos valores a cero en el interior de l1a membrana, que es una zona hidrofébica y de baja
constante dieléctrica.

La conductancia eléctrica (G) es una medida de la facilidad para el flujo de corriente entre
dos puntos, y se mide en siemencios (S). El reciproco de la conductancia es la resistencia (R), se
mide en ohms (o). La corriente a través del canal generalmente obedece a Ia ley de ohm (62). Esta
ley establece que: la corriente que pasa a través de un conductor es directamente proporcional a
1a fuerza electromotriz (voltaje), e inversamente proporcional a la resistencia I = V/R . La ley de
ohm también puede escribirse en términos de conductancia : 1 = G V  (59). La conductancis se
puede obtener sacando la pendientedelacurvalvs V,yes vy =1 /( Em- Ei) , donde Em es el
potencial transmembranal y Ei es el potencial de equilibrio del idn transportado el cual se puede
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calcular con la ecuacion de Nemst. Esta ecuacion se revisard detalladamente en la seccion de
Métodos (59, 62 y 65).

Debido a que los canales son moléculas muy eficientes para el flujo de iones, deben estar
finamente regulados; si realizaran su actividad de manera descontrolada podrian producir
ficilmente muerte celular. En todos los tipos de canal el efector actua sobre la compuerta del
canal produciendo un cambio conformacional en la molécula que produce la apertura o cierre del
poro. El cambio conformacional se puede inducir por cambios en ¢l potencial de membrana, por la
unién de un ligando o por estimulo mecinico. La probabilidad de que el canal esté abierto
durante el tiempo total de registro se conoce como probabilidad de apertura (Po). En los registros
de canal unico la Po se puede obtener ficiimente y nos permite conocer los posibles efectores
(59).

II.- ANTECEDENTLES :

No obstante la riqueza de informacion que existe indicando la participacién de canales
i6nicos en la fisiologia del espermatozoide, es poco lo que se sabe de ellos. Esto puede deberse al
tamafio reducido (4 x 2 um), a la forma elongada y a la movilidad del espermatozoide que hacen
el registro electrofisiolégico de ellos técnicamente dificil. S6lo pocos reportes se han publicado
sobre la actividad de canal individual en el espermatozoide de mamifero. Un canal de
conductancia de 130 pS en 0.1 M de NaCl se registré al agregar membranas que contenian una
proteina parcialmente purificada de 110 kDa del espermatozoide de humanos, a bicapas lipidicas
(40). Otros dos canales de Ca* teniendo conductancias de 10 a 20 pS y S0 a 60 pS se han
descrito en bicapas formadas en la punta de un microelectrodo apartir de liposomas conteniendo
membranas de espermatozoide de cerdo. El canal més pequefio se bloqueo parcialmente con
nitrendipina y verapamil, y completamente con 0.5 mM de La’. Existe otro reporte de un canal
catibnico no muy selectivo, independiente de voltaje de espermatozoide de cerdo, obtenidos ya
sea de Ia cola del epididimo o recientemente cyaculados. Dicho canal se bloquea por Verapamil (1
mM) y 50 uM de Nitrendipina y Rojo de Rutenio (15). Recientemente este mismo grupo obtuvo
registros de un canal de 10 a 20 pS permeable a Ba** que se bloquea con uM de Dihidropiridinas
(DHP). Aunque la dependencia de voltaje no es muy marcada se identificé como canal de Ca*”
tipo L , el cual podria participar durante la RA (68).
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El incremento de [Ca®'), en el espermatozoide es fundamental para que ocurra la RA, este
fendmeno es dependiente de Ca®* externo y parece ocurrir a través de canales idnicos especificos,
ya que antagonistas de canales de Ca®" inhiben el incremento en la [Ca’"), y la RA. Ademis, en
fracciones de membrana plasmitica de espermatozoides de toro y de carnero se han identificado
sitios de unién de alta afinidad a la dihidropiridina PN200-110, que bloquea los canales de Ca**
regulados por voltaje (67). Por otro lado, existen evidencias que sugieren la participacion de por
1o menos dos vias de transporte para Ca® durante la RA inducida por ZP, tanto en erizo (96),
como en ratén (95). La primera via produce elevaciones pequefias y transitorias de Ca’**; en la
zona de la cabeza del espermatozoide. Parece que estd via no es dependiente de voltaje y es
pobremente selectiva, ya que conduce otros cationes divalentes ademis del Ca®**. El segundo canal
media elevaciones de Ca* sostenido, y es farmacolégicamente muy parecido a canales voltaje
dependientes tipo L (95).

Se ha sugerido que la exocitosis acrosomal en el espermatozoide de mamiferos involucra
segundos mensajeros y cambios en la permeabilidad de la membrana plasmitica (66). También hay
evidencias que indican la participaciéon de proteinas G en los mecanismos de transduccién que
disparan la RA, ya que tanto el incremento de [Ca*'), como el de pH, producidos durante la RA,
son inhibidos por toxina pertusis (47). Reforzando lo anterior, s¢ han encontrado en el
espermatozoide de perro miembros de la familia de receptores olfatorios que estan acoplados a
proteinas G (26). El papel de estos receptores es desconocido pero podrian estar involucrados en
la respuesta del espermatozoide a los componentes del 6vulo, probablemente por quimoatraccion.

También existe una referencia que apoya la presencia de un canal de K™ activado por

Ca®**en el espermatozoide de himster. Este canal se bloqued con caribdotoxina y con Cs*. Ambos
agentes inhibieron también la RA (17).
Se han encontrado canales de CI' en el espermatozoide de cerdo y camero, que son anidlogos al
receptor a GABA presente en neuronas del sistema nervioso central (23 y 47). Recientemente se
reportd que ls répida respuesta en el espermatozoide humano inducida por progesterona, puede
involucrar interaccién de esteroides con un canal de Cl' receptor de esteroides, parecido al
receptor a GABA (47).

Recientemente también se demostré que el receptor de IP, (RIP,) esth presente en la

26



membrana scrosomal, sunque su posible participacion en la RA inducida por la ZP, no esté claro

22).

Fusionando fragmentos de membrana plasmitica del espermatozoide de ratén a bicapas
lipidicas, nuestro grupo detecté un canal de Ca*dependiente de voltaje de conductancia alta (381
PpS en 128 mM de KCl, 25 mM de BaClL). El canal permanece en el estado abierto a Em
negativos. Muestra subestados de conductancia a8 Em > 0 , y tiene una pobre relacién de
permeabilidad entre cationes divalentes y monovalentes (P,.,/P,~4) (69). El canal de
conductancia alta también se ha observado usando directamente espermatozoides en bicapas
planas y es similar a un canal de Ca® que sc registra al fusionar membrana plasmitica o
espermatozoides de dos especies de erizo de mar a bicapas planas (69). También se describié un
canal parecido en membrana de espermatozoide de cerdo (15). Es interesante pensar que este
canal puede ser importante en la fisiologia del espermatozoide, ya que esti presente en especies

filogenéticamente tan distantes (69).
Recientemente nuestro grupo haciendo experimentos en bicapas planas, logré el registro
de tres tipos de canales iGnicos apartir de membranas purificadas del espermatozoide de ratén:

uno de los canales es de conductancia grande (350 pS), selectivo a Ca®*, se bloquea con Rojo de
Rutenio en ¢l rango M y presenta subestados de conductancia. Este canal es muy parecido a uno

previamente reportado por nuestro mismo grupo. Otro canal es de 103 pS, selectivo a cationes,
presenta un subestado de S1 pS. Este cansl, que es pobremente selectivo entre cationes

monovalentes, se presentd algunas veces con mucha actividad (Po sita), y otras con muy baja
actividad (Po baja). Por ultimo se detectd otro canal selectivo a aniones de 81 pS con alta Po

(78).
Como mencionamos anteriormente la forma y tamafio del espermatozoide maduro hacen

dificil el estudio electrofisiolégico directo de sus cansles. Aunado a esto, es una célula
compietamente diferenciada que caroce de maquinaria pars la sintesis de proteinss. Esto nos hace
pensar que los canales presentes en la célula madura se procesaron durante la espermatogénesis.
Por todo lo anterior, nuestro grupo decidioé estudiar al espermatozoide en etapas mis tempranas
de su biogénesis, donde aiin contiene maquinaris de sintesis y las células son de mayor tamafio.
Esto nos dio la posibilidsd de hacer experimentos electrofisiolégicos y de biologia molecular de
los que obtuvimos valiosos resultados. Recientemente encontramos evidencias de que el gene
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aly . ¥y un poco menos al,, que codifican para la subunidad a de canales de Ca® voltaje
dependientes, se expresan de manera importante en células espermatogénicas (93). Reforzando el
resultado anterior, las Gnicas corrientes que se enocontraron en estas células son de bajo umbral,
cindtica vépida ¢ inactivantes. Estas corrientes obtenidas en experimentos de “patch clamp”,
presentan activacion e inactivacion parecida a canales tipo T (93 y 94). Ademis estas corrientes se
bloquearon por Dihidropiridinas reversiblements con un IC,, = 8.1 uM y con Ni**externo (IC,, =
150 uM). También se reportd que este canal tipo T ss bloques por Pimazida 1uM y Amilorida
0.5 mM. Estos compuestos son conocidos antagonistas de corrientes T en células somiticas. La

RA se bloques con estos 4 compuestos y a €s5tas concentraciones en espermatozoides de ratén (93
y 94).
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.- OBJETIVOS

1.- Estudiar la interaccion del espermatozoide completo de raton con bicapas lipidicas planas
mediante la incorporacion de canales ionicos. Las bicapas son detectores muy sensibles de
canales individuales, por lo que la interaccion del espermatozoide y la bicapa. medida a
través de la incorporacion de canales ionicos a ésta, es un nuevo modelo para el estudio de
la interaccion entre gametos. Esta estrategia permite estudiar los canales de células muy
pequedas, dificiles de estudiar por "patch clamp”, ademas quiza permita estudiar algunos

de lo mecanismos de fusion.

a).- Determinar la relacion entre la RA y la incorporacion de canales.

Sabemos que después de la RA la membrana del espermatozoide se vuelve mas
fusogénica (20 y 4). Sospechamos que durante la transferencia de canales suceden

eventos de fusion. Por lo anterior probamos si el 26 de RA influia en la eficiencia de la

incorporacion de canales a la bicapa.

b).- Caracterizacion general de los canales incorporados:
b. 1) Conductancia.

b.2) Selectividad.
b.3) Dependencia al Voltaje.
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IV.- MATERIAL Y METODOS:
IV.1.- MATERIAL BIOLOGICO:

Los espermatozoides se obtuvieron de ratones CD-1 mayores de 16 semanas realizando el
siguiente protocolo.
1.- Sacrificio del ratén mediante luxacion de la vértebras cervicales.
2.- Extraccion de los espermatozoides de la cola del epididimo, haciendo diseccion del testiculo y
3.- Dilucién y agitacion suave en 1.5 ml de medio M-199 (Merk) pH 7.4 para pemnitir que los
espermatozoides salgan de los conductos del epididimo.
4.- Se deja sedimentar durante S minutos.
S.- Se recolectan solo 0.8 ml de Ia superficie logrando con esto obtener los espermatozoides de
6.- Se capacitan durante 60 min & 37°C, en medio M-199 (sigma)
7.- Coordinado con el paso anterior se prepara un gradiente de Percoll al 50% (1 ml de Percoll,
0.2 ml de medio de Green 10X y 0.8 ml de agua destilada; se centrifugan a 12000 G por 25 min.
De esta manera el gradiente esté listo cuando Ia capacitacion de las células termina.
8.- Se extrae 0.6 ml de los espermatozoides capacitados, se colocan con cuidado en el gradiente
previamente formado y se centrifugan 8 325 g por 10 min.
9.- Se forma una banda bien definida de espermatozoides aproximadamente a la mitad del tubo.
Estos espermatozoides se tratan de recuperar en su totalidad y con mucho cuidado, para no
destruir el gradiente. Se debe evitar sacar més de 0.5 ml de volumen, por que si tomamos mis
volumen se obtiene més Percoll que células.
10.- Los espermatozoides asi obtenidos se lavan en 1.5 ml de medio de Green 1X a300G por §
min.
11.- Se resuspende en medio de Green y se toma una muestra para contar las células.
12.- Se hace Ia dilucidén necesaria para tener de 1-3 X 10° células/ml.
13- Se hacen dos alicuotas una con 1.5 mM de Ca®' y otra sin este.
14.- La alicuota sin Ca*'es para manejar condiciones de baja RA, y se prucba primero en la bicapa.
15.- La alicuota con Ca*'se deja para inducirie 1a RA con 1S puM del ionéforo A23187.
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16.- Antes de probar las células en las bicapas se toma una muestra y se fija en formaldehido all0
% para posteriormente contar ¢l % de RA. Esto se hace también al finalizar ¢l experimento, para
ver cuanto aumenta la RA a través del tiempo.

)>- Vi jas del il P il i si je densidad:

El Percoll est4 formado de particulas de silice coloidal de 15-30 nm de diametro cubierto
con polivinil pirrolidona (PVP). Puede formar gradientes en el rango 1-1.3 gr/ml, y es
completamente atéxico para las células. Por tener una muy baja presion osmética forma
gradientes de densidad que no afectan osmoticamente a las células, y por su baja viscosidad la
separacion de las células se hace ficil y con cierta rapidez (71).

IV.2.- PREPARACION DE LA CAMARA Y DEL MATERIAL DE VIDRIO
UTILIZADO: ’

Durante los experimentos se utilizaron para trabajar tres diferentes copas hechas de teflon,
las cuales se lavaban rigurosamente con un detergente liquido, friccionando con algodén; se
dejaban enjuagando durante toda la noche al chorro de agua. Al otro dia se lavaba
abundantemente con agua destilada y con etanol absoluto, secandose con un chorro constante de
gas Nitrégeno. Después se almacenaban en un recipiente protegido del polvo hasta su uso.

El material de vidrio usado para la preparacion y almacenamiento de soluciones y los
filtros, previamente lavados y secos, se volvian a lavar antes de su uso bajo el siguiente
protocolo:

1.- Tres veces con agua bidestilada.

2.- Dos veces con agua tridestilada.

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

4.- Los portafiltros se lavaban despues de cada uso y ademids esterilizaban cada dos semanas en
autoclave.

Las puntas de las pipetas que se usaron siempre eran nucvas y se guardaban debidamente
protegidas del polvo.

IV.3.- PREPARACION DE SOLUCIONES:

Las soluciones que se utilizaron en todos los experimentos se realizaron con reactivos de
alta pureza y con agua tridestilada. Después de tener las soluciones a las concentraciones y pH
deseados, se filtraban en membranas de papel para filtrar con poros de 0.2 um de didmetro.
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Posteriormente se almacenaban a 4 °C hasta su uso, ademas durante el experimento las soluciones

se mantenian en un termo con hielo.
IV.4).- PRETRATAMIENTO DE LA CAMARA:
Una vez que se tiene limpia la copa donde se pintara la bicapa, se le debe hacer un

tratamiento antes de utilizarla. Este "pretratamiento” consiste en lo siguiente: 1.- aplicar una
gotita de lipido sobre el agujero. Este paso es importante debido a que si ponemos lipido en
exceso, las bicapas que se forman tienen capacitancias muy bajas, lo que significa que son gruesas.
Esto afecta por que cuando un canal se incorpora no atraviesa la bicapa, y como consecuencia no
puede conducir.

2.~ El lipido se seca con un flujo suave de gas Nitrogeno durante 3-5 min, esto se hace para evitar
que ¢l lipido se oxide. El flujo es suave para que el lipido permanezca sobre el agujero cuando se
seca.

IV.S).-PREPARACION DE BICAPAS:

Los lipidos al estar en contacto con el agua, y por sus caracteristicas anfipaticas tienden a
formar ciertas estructuras definidas. Las moléculas de lipidos se acomodan de tal forma que
orientan sus cabezas polares hacia el agua, y "esconden" sus colas hidrofébicas. La geometria
final depende del tipo de lipidos, y su concentracion en el agua. Ellos pueden formar bicapas,
liposomas y micelas (72) . Una bicapa lipidica se define como una capa doble de lipidos en un
ambiente hidrofilico, que se acomodan dejando las colas de ac. grasos de una capa en contacto
con las de la otra, para protegerse de la fase acuosa, y dejando sus cabezas hidrofilicas en
contacto con el agua Fig 4 (72). Desde hace tiempo se ha utilizado la técnica electrofisiologica
de bicapas lipidicas planas como herramienta para estudiar los mecanismos moleculares que
regulan los canales i6nicos. Estos experimentos se han realizado principalmente a través de la
reconstitucion de canales en membranas y logrando su incorporacion en bicapas lipidicas planas
(70) . Con esto se logra aislar la molécula de un solo canal, del resto de la maquinaria celular para
facilitar su estudio. Las bicapas lipidicas planas es una técnica electrofisiologica muy poderosa por
que provee la posibilidad de controlar el tipo de soluciones a ambos lados de la bicapa, el
contenido de lipidos de la misma, permite medir la corriente que pasa a través del canal ya sea
corrientes macroscopicas o corrientes unitarias, se pueden poner facilmente segundos
mensajeroso sustancias que puedan modular la actividad del canal (59). Las bicapas son
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Fig. 4 .- Formaciéon de la bicapa .- Aqui se muestra como se forma la bicapa en el poro
hidrofébico. Una vez colocada la dispersion de lipidos y solvente en el orificio, forma una capa
qde se empicza a adelgazar hasta que las monocapas que estan en contacto con la solucién acuoss
hacen contacto, esto da lugar a una bicapa lipidica. Se puede ver como el solvente migra hacia el
anulus. En el lado derecho se observa una amplificacion de la region de contacto entre la bicapa y

el poro.
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detectores muy sensibles a canales individuales. Esta estrategia permite estudiar los canales
de células muypequefias, dificiles de estudiar por "patch clamp”. Las bicapas se hacen en una
camara de teflon con dos compartimentos llenos de solucion y con unacapacidad de3 mlencis
y 2.5 ml en trans, uno de los compartimentos tiene un agujero de 200 a 300 um, es aqui donde
se pinta la bicapa que separa los dos compartimentos acuosos. Con estos diametros en los
agujeros se logran bicapas de 200-350 pF de capacitancia. Por convencion al compartimento
donde se depositan las membranas o células y se aplica el voltaje se le llama cis. El otro lado se
le lama trans, y esta conectado a un convertidor corriente-voltaje y a tierra. Para conectar los
compartimentos de la camara con el sistema electronico . se emplean puentes de agar al 2 %%
sumergidos en solucion 2 M de KCl, para disminuir 1a posibilidad de que se formen potenciales de
unién liquida (64 y 72). La corriente debe transformarse desde un flujo de electrones en el
alambre a un flujo de iones en solucion, para esto se utilizan electrodos reversibles de Ag/AgCl
(64). El lipido que se utiliza es difitanoilfosfatidilcolina dispersa en n-decano (20 mg./m 1). Es un
lipido neutro, y de origen sintético que se caracteriza por ser muy fusogénico y dificilmente
oxidable por que carece de dobles enlaces en sus cadenas hidrocarbonadas.

Una vez conectada la camara adecuadamente, con una punta de pipeta recortada 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 mediante la emision de un pequeilo
pulso cuadrado, fig S. Principalmente se observa la capacitancia (C), debido a que este parametro
nos puede indicar el espesor de Ia bicapa (la capacitancia es directamente proporcional al drea 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 "artefactos”. Sélo si se
obtenia una bicapa sin "artefactos” se iniciaba el experi >. Cabe ionar que le llamamos
"artefactos” do en la bicapa se produce actividad espontinea de canales. Esto puede deberse
a varias causas: por contaminacion de las soluciones, del lipido, por tavar mal el poro, etc.

Una bicapa delgada se ve oscura a simple vista debido a que refleja poca luz, esto se
debe a que el espesor de la bicapa llega a ser menor que !a longitud de onda de la luz visible
(2.5-5 nm.). Por lo ior con frecu ia se les llama bicapas negras (70 y 101).
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Fig 5.- Descripeion del sistemy : Incorporacion de canales ionicos utilizando células. Se depositan de 24 il de espermatozoides muy
cerca de 1a bicapa en condiciones que promueven 13 incorporacion de canakes. La corriente que pasa a través de un canal incorporado
en Is bicapa. se amplifica con la ayuda de un amplificador operacional (se simboliza con un tridngulo en el disgrama ). La sefial
producida por ef canal pasa por {a resistencia de retroalimentacida, coneciads en ia entrada itversora, signo negativo, y en Ia salida del
amplificador operacional, generando una corrieate de igual magnitud pero con signo contrario a la que produjo el canal. Esta corriente
regress & la bicapa con lo que se mantiene ¢ experimento en condiciones de fjacion de voltaje. La sefial también s capta en un
osciloscopio; en fa pantalla de este aparato podemos seguir fa formacion de bicapas midiendo ef incremento de a resisfencia eléctrica
y de I capacitancia asociada, mediante Ia aphicacion de un pulso cuadrado pequedio en la cimara. También podemos observar la
actividad de los canales incorporados. Pars que la sefal analigics ( seiial real ) ses interpretada por Is computadora y L
informacidn pueds aimacenarse para su anilisis, es necesario digitalizarda (73). Para esto el oquipo cuents con un convertidor
analogico digital (A/D). Los registros que se almacenaron e la wmmdmsemhuncon o programa pClamp 6 (Axon
Instruments, Inc). Los trazos de los cansles interesantes se seleccionan ¢ imprimen para continuar con el anglisis,



IV.6).- ELABORACION DE PUENTES DE AGAR:

Los puentes de agar se elaboraron con pipetas Pasteur de vidrio que tienen un
dikmetro interno de 1.4 mm. Los capilares de vidrio se doblaron con calor dindoluu.n. forma de
“U" y se cortaron con un lipiz de punta de diamante, quedando con una longitud de ~ 2.5 cm.
Después sellenaban con agar caliente al 2% en solucion con KCl 2M evitando Ia formacion de
burbujas de aire. Posteriormente los puentes se enfrisban, se limpiaban y s¢ almacenaban en
solucién de KCl 2M a 4°C. Los puentes de agar contribuyen a evitar que se formen diferencias de
potencial entre los dos electrodos. Estas diferencias conocidas como potenciales de uniéon liquida,
se forman cuando los electrodos estén en contacto con soluciones de diferente concentracion
(72).

IV.7).- PREPARACION DE LOS ELECTRODOS:

De los electrodos que se usan en experimentos electrofisiologicos, los mis comunes son
los Ag/AgCl, que consisten de alambres de Ag cubiertos con AgCIl (64). Para preparar los
electrodos se siguid el siguiente protocolo: 1.- A una pila de 1.5 Volts tamafio C se le sold6 en el
polo negativo una resistencia variable, a8 su vez la resistencia tenia conectado un alambre cuyo
extremo libre era de plata. En ¢l polo positivo se s0ldé un alambre con un csimén en el otro
extremo. 2.- En un vaso de precipitado se coloca aproximadamente 25 ml de una solucién de
HClI 1M en Ia que se sumerge el alambre de plata que estéd soldado a Ia pila. 3.- en ef caimén se
coloca el electrodo de plata que va a clorurarse, el cual debe estar totalmente limpio y enrollado
formando un espiral, esto con la finalidad de sumentar la superficie de contacto. El electrodo
también se sumerge en la misma solucién. 4.- Poco 8 poco se va abriendo la resistencia variable
hasta que empiezan a producirse burbujas en el alambre de plata que esté soldado. De esta manera
el Cl empieza a fluir hacia el electrodo para reaccionar y formar una pelicula de AgCl que
paulatinamente lo va recubriendo. Este proceso se realiza durante 15 min aproximadaments. El
electrodo ya clorurado toma un color casi negro. Cuando un electrodo empieza a verse ds color
grisfceo 0 con manchas claras es sefial de que debe volverse a clorurar. Esto sucede porque con
el uso la capa de AgCl se va desgastando, por esta razén los electrodos se deben clorurar con
cierta frecuencia. Este tipo de electrodos funciona reversiblemente, es decir si los electrones
fluyen desde el alambre de cobre hacis la pelicula de AgCl a través del alambre de plata, el AgCl
se separa en itomos de Ag y el ion CI' se hidrata entrando en solucion. Si los electrones fluyen
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en Ia direccién contraria Jos étomos de Ag que estin en el alambre de Ag donan un electrén por
dtomo y se combinan con iones CI" que estén en la solucion para formar AgCl.

AQ + C| <«— AQCl + electrdn)
P«bmnhOmmdm-mnmhwﬁmomﬁukmm

direcciones (64).
IV.8).- TIFOS DE SOLUCIONES UTILIZADAS:

Durante los experimentos se utilizaron las siguientes soluciones y medios:
Solucién I : KMeSO, , 100 mM; EGTA, 2 mM; Hepes-K S mM; pH 7.4 . Ests solucidn se utilizd
pars pintar Ia bicapa en condiciones simétricas.

Solucién I : NaCl, 140 mM; CaCl, 2 mM; KCl, 4 mM; Hepes-Na, S mM; pH 7.4 . La sogunda

solucién se utilizé cuando se depositaban las células.
Solucién Il : BaMeSO, , 50 mM; Hepes, S mM; pH 7.4 . Utilizada pars probar si el canal
transferido transportaba cationes divalentes.

Maedio de Ciresn.- Contiene: NaCl, 140; KCl, 4 mM; Glucosa, 10 ; Hepes 25 mM; pH, 7.4 .
Medio M-199 (Sigma).- Contiene las siguientes sales: NaCl, 109; NaHCO,, 10; KCl, 4.77;
KH, PO, 1.19; MgSO,, 1.19; CaClL, 1.7; Hepes, 25 mM; Lactato de Na 3.7 ul/ml (60%%); Glucocl
1 mg/ml. Ademés esté enriquesido con albumina, amino écidos y vitaminas; pH, 7.4 .

1IV.9).- SISTEMA DE PERFUSION:
La perfusion consiste en cambiar la solucién de alguno de los compartimentos de la

cémara, generalmente en cis; pero manteniendo ¢l volumen constante. Durante 10s experimentos
se perfundia en dos ocasiones. Primero se pintaba la bicapa en condiciones simétricas con Ia
solucién I, posteriormente se perfundia con Ia solucién II para agregar las céiulas. Cuando un
canal se incorporaba se registraba para juego volver a perfundir con Is solucién Il . Para que ol

cambio de soluciones fuera eficiente se hacia con 8 a 10 veces ¢l volumen contenido en el lado
cis, y lentamente para no romper la bicapa. La fig 7 muestrs el sistema de perfusion utilizado.

Las jeringas y mangueras del sistema se cambiaban cada 2 semanas y diariamente se lavaban de s

siguiente manera: al terminar ¢ experimento, tres veces con agua tridestilada y dos veces con
ectanol absoluto. Al iniciario, dos veces con aguas tridestilada y una con etanol absoluto.
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Fig 6.- Dibujo esquemitico del sistema de perfusion utilizado. Mientras una jeringa inyecta la
solucion que se va a perfundir, 1a otra va absorbiendo casi en la misma proporcion. Con esto se

diluye 1a solucion original hasta eliminarse. Este dispositivo mantiene el volumen de ia camara
casi constante.

1V.10.- CUANTIFICACION DE LA RA (Tincién de Coomasie).-
Las células se fijan en formaldehido al 10 %, y se guardan para al siguiente dia contar el
% de RA bajo el siguiente protocolo:1.-centrifugar a 500G x 3 min y resuspender en 20 ul de

PBS, 2.- colocar la muestra de células en un porta objetos para enseguida secaria con una pistola
de aire, 3.- teilir en Azul de Coomassie durante ~ 2 min, 4.- lavar con PBS para eliminar el
exceso de colorante, S.- agregar ~ 8ul de una solucion de PBS + glicerol en proporcion 1:1 sobre

la tincion, y ademas colocar un cubre objetos con 1o que queda lista la muestra para observarse.
La cuantificacion de 1a RA se hizo en un microscopio dptico utilizando el objetivo x100 tanto en
contraste de fase como en campo claro. Se contaron 200 células por muestra con lo que se
calculd el % de RA de manera confiable. A los espermatozoides se les indujo la RA con 15 pM
del ionéforo de Ca?* A23187, y se contd tanto al inicio (10 min después de poner el ionéforo)
como al finalizar el experimento. El acrosoma de las células no reaccionadas se tifie claramente,
por lo que es facil distinguirlos de las rcaccionadas en las que ¢l acrosoma ya no aparece, fig
1B.Las condiciones de baja RA consistieron en poner a las células en cero Ca’*'y con 4 mM de
EGTA. La solucion de PBS contiene las siguientes sales: NaCl, 137 mM; KCl, 2.7 mM; NaH PO,
, 12,5 mM; KH,PO,, 1.4 mM. )
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Fig 7.- A23187.- Es un iondforo que intercambia dos H” por cada cation divalente a través de la
membrana. Es mis selectivo para ¢l Ca** que para otros cationes divalentes. Dos moléculas del
iontforo cubren a un catién para atravesar la membrans. Esto se puede hacer porque posee una
superficie hidrofébica. Este movimiento de iones se realiza obedeciendo el gradiente
electroquimico del Ca™ (74 y 75) a).- Férmula estructural del A23187 b).- Diagrams

esquemitico de como actua un acarresdor del tipo A23187.

IV.12.- ESTUDIO DE LOS CANALES INCORPORADOS EN LA BICAPA -

Cuando se incorpora un canal i6nico en Ia bicapa, los eventos de apertura y cierre del
mismo son evidentes al aplicar una diferencia de potencial transmembranal, en experimentos en
los que se usan soluciones simétricas (i.e.: soluciones de la misma composicion i6nica a ambos
Iados de la bicapa). También es cvidente sin aplicar voltaje cuando se utilizan soluciones con
diferente concentracién idnica (gradiente). La apertura del canal se distingue como un salto subito
en Ia corriente que pasa a través de la bicaps, el canal permanece en el estado abierto por un
cierto tiempo y se ciesta. Cuando se aplica un potencial positivo, Ia corriente que pasa a través del
canal abierto en funcién del tiempo es positiva y se detecta como un salto hacia arriba. Cuando se
aplica un potencial negativo la corriente es negativa y se observa como un salto hacia absjo. Sin
embargo si estamos cercs del potencial de inversion, Er, (valor del potencial donde la corriente
neta es cero), no habra fluctuaciones debido a que estin en equilibrio los iones que fluyen hacia un
Iado y otro del canal, por lo tanto Ia corriente neta es cero. Esto depende de la selectividad del
canal y de las concentraciones iGnicas presentes a ambos lados de la bicaps. Para encontrar el Er
de un ion A" se puede utilizar la ecuacion de Nernst [revisado en (62)): -

39



Er=%1In '—%}g?
R = Constante de los gases (8.315 V C K'motl*')
T = Temperatura absoluta
F = Constante de Faraday (9.648 x 10* C mol"*
z = Valencia del ion
[Alin = Concentracion del ion dentro
[A)our = Concentracién del ion fuera

IV.12 a).- Selectividad:

La selectividad €3 una caracteristica importante de los canales, por que es esencial parala
célula que posea diferentes canales iGnicos que sean selectivos para diferentes iones. Sin embargo
no existen canales que sean perfectamente selectivos (revisado en 62). Ademas, cl idn que
conducen mejor en condiciones fisiologicas es la base para la nomenclatura de 10s canales idnicos.
Cuando un canal es muy selectivo para cierto ion el potencial de inversion del canal es muy
parecido o igual al potencial de equilibrio de ese ion. En este trabajo encontramos la selectividad
entre cationes monovalentes calculando los rangos de permeabilidad en condiciones biidnicas de
acuerdo a una variante de la ecuacion de Goldman, Hodgkin y Katz, (revisado en 62):

PPy vw= K1/ [Na™] €CFFRD
donde: Er, es el potencial de reversion del canal

P, son las permeabilidades de los diferentes iones.

También observamos qué tipo de corriente producia el canal cuando no se le aplicaba
voltaje a la bicapa, en esta situacion la fuerza electromotriz la aporta el gradiente electroquimico
de las soluciones, dependiendo de las concentraciones de estas , se puede determinar si et canal es
aniénico o catidnico.

IV.12 b).- Conductancia.- El valor de la conductancia de un canal en condiciones idnicas
definidas es una caracteristica constante del mismo. Esto sirve como parametro para identificarlo
y detectar su presencia en un experimento. Para obtener 1a condu ia de un | ionico se
deben aplicar diferentes potenciales cléctricos a través de la bicapa, se grafica el tamafio de los
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saltos de corrients con respecto al voltaje aplicado. La pendiemte de la curva determina la
conductancia unitaria (). E! punto donde la curva cruza el eje de las X indica ¢l Er del canal, que
es ol pumto donde la corriente cambia de signo.
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V.- RESULTADOS :
V.1.- REACCION ACROSOMAL -
Durante los experimentos probamos células manejadas en condiciones de alta, medis, baja

y muy baja RA. Esto con la finalidad de explorar la posible relacion entre este fendmeno
exocitético, y la eficiencia en la incorporacién de canales i6nicos a la bicapa. La RA se indujo con
15 uM de A23187, y se midié utilizando el método de tinciéon con azul de Coomasie, descrito en
la seccién de Métodos. Los resultados que se obtuvieron tanto induciendo Ia RA como en el

coatrol (RA esponténes), los clasificamos encuatro grupos: 1) 14+ 4%. n=6;, 2)26+5%, n
=19,3)46+ 6%, n=13; 4) 78 + 9 %, n = 47 . Las células control después de capacitarias se

manejaron en O Ca®*.
V.2.- EXPERIMENTOS CON BICAPAS .-
Como se menciond en Ia seccion de Métodos, los experimentos se realizaron sélo en

bicapas estables (capacitancia constante de ~ 250 pF, y 1-2 pA de ruido, filtrando a 200 Hz.).
Primero se hacia el control para descartar que la bicapa tuviera transiciones de corriente antes de
agregar las células. Un ejemplo de estos controles se ilustra en 1a fig 8A) donde el trazo superior
represents 2 seg y el trazo inferior es una expansion de la escala de tiempo del mismo (500 mS).
Las bicapas que tenian fluctuaciones de corriente previo a las células no se utilizaron. También se
hicieron controles agregando a la bicapa Is cantidad de A23187 que se usd para inducir la RA. En
esta condicidn no se observaron canales, n >~ 10. Con la finalidad de descartar que los canales que
registramos proviniersn de vesiculas, posiblemente formadas durante ¢l experimento, realizamos
un control al final de algunos dias en los que habiamos obtenido incorporacién. Este control se
hizo bajo el siguiente protocolo: 1.- centrifugar las células a S000 g durante 10 minutos; 2.- Se
forma un pellet de células, recuperar el sobrenadante y probario en una bicapa nueva utilizando
cimara y copa diferentes. En todos los controles no se obtuvo actividad de canales significativa,
sungue se usaron hasta 15 ul de sobrenadante por adicion y varias adiciones, n= 11 .

. En comperscién con todos los experimentos usando espermatozoides, se logro Ia
incorporacién de canales agregando de 2-4 ul de células y con 3-8 adiciones. Estos controles
demuestran que los registros que obtuvimos provenian efectivamente de canales del

espermatozoide.
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Fig 8.- A) Registro normal de una bdicapa sin actividad de canales. El ruido que registra es de
aproximadamente 1 pA . S6lo se usaron para los experimentos las bicapas que presentaron
condiciones semejantes. El trazo superior abarca 2 seg y el inferior 500 mS B).- Una bicapa con
al menos tres tipos de transiciones. Este tipo de incorporaciones multiples predominé en Ia
transferencia de canales del espermatozoide a la bicapa. Las flechas indican los niveles de
corriente de cada transicion, la letra C indica el nivel del estado cerrado y a la derocha el potencial
conelqmuobmvodmmyheacda.Lacomentemlostuzosmomadoonﬂub.ZOOHz

con un filtro pasa bajos (Warner Inst. Corp.).
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Pudimos comprobar que si ¢s posible lograr 1a incorporacion de canales idnicos a bicapas lipidicas
planas utilizando espermatozoides completos, como se habia reportado previamente pormuestro
grupo (69). Nuestros resultados muestran que la eficiencia en la incorporacion de canales va
aumentando considerablemente a medida que incrementa el % de RA. Con los espermatozoides
del grupo 1) se obtuvo una eficiencia del 17 % (1/6), con el grupo 2) 47 % (9/19), en el 3)
77% (10/13). Y en el grupo 4) de alta RA, se obtuvo una eficiencia del 91 % (43/47
experimentos). Ver Fig. 9. El % de RA también influyo en el tiempo que tard6é en obtenerse las
incorporaciones, 15-35 min en las células con alta y mediana RA y 40-60 min en las de bajs RA.
Transcurridos mas de 60 min ya no se logrd incorporacion de canales en ninguna de las dos
condiciones.
Por otro lado la concentracion de células con las que trabajamos influyé en nuestros
resultados. Encontramos que 1-3 X10° células / ml funcionan bien, es decir se obtiene
transferencia de canal con mis facilidad. Mayores concentraciones de células resuitaban en
incorporaciones multiples que producian corrientes dificiles de analizar. De la misma manera
concentraciones menores disminuyeron considerablemente la eficiencia de incorporacion.

En las condiciones de media y alta RA 1a movilidad variaba de 3 - 12 %, y en baja RA de
14 -18 %. Esta movilidad del espermatozoide no parece contribuir significativamente a Ia
transferencia de canales. Sin embargo cuando ademis de alta 0 mediana RA se obtenia buena
movilidad (>12 %5), la incorporacion se hacia ligeramente mis eficiente, reduciendo el tiempo en
que se incbrponba un canal. Por otro lado se hicieron 5 experimentos sin someter los
espermatozoides al gradiente de Percoll, y ademas sin reaccionar. Bajo estas condiciones las
células tenian una movilidad (> 30 %), sin embargo no se logrd incorporacion  en ninguno de
los experimentos. Ademdis notamos que la movilidad de 10s espermatozoides disminuye de manera
importante después de centrifugarios en el gradiente de Percoll (60 % antes y 15 % después).

En estos experimentos detectamos la incorporacion de diferentes tipos de canales iénicos,
y fue comin lograr (83%) incorporaciones muitiples (més de un tipo de transicién por bicapa).
La fig 8B ilustra un trazo de una bicapa con este tipo de incorporaciones, en ¢l se notan al menos
tres tipos distintos de transiciones. Sé6lo de la transicién lenta (nivel de en medio) tenemos

nymsdomwmwmeum«mdonwmmmhqum
pensar que es un canal y no un subestado.
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Fig. 9.- Efectividad en la incorporacion de canales con respecto al 2 de RA. Vemos claramente
que la incorporacion se va haciendo mis eficiente conforme el % de RA aumenta. Los asteriscos
sobre las barras sefialan el grupo al que pertenecian los espermatozoides de los que obtuvimos los

registros presentados en los resuitados.
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V.3.- TIFOS DE CANALES INCORPORADOS :

La mayoria de los canales que logramos registrar fueron catibnicos con diferentes
es decir que la relacion entre la corriente que pasa a través del canal y Ia diferencia de potencial en
la bicapa era directamente proporcional.

También se lograron ver canales que permanecian activos por cortos periodos no mayores
de un minuto, por lo que no fue posible registrarios. Debido a que estos canales aparecen y
ripidamente desaparecen les llamamos "canales A-D”. Este tipo de canales se vieron en seis
ocasionss y todos provenian de espermatozoides mancjados bajo condiciones de alta RA. Es
probable que se trate de canales regulados por algin segundo mensajero, y por esta razétn pierden
su actividad ("se lava el mensajero”).

A contimuacién presento la descripcion y los registros de los canales que obtuve con
mayor frecuencis, los que se diferenciaron con base en su selectividad, conductancia y voltaje
dependencia. El valor de Ia conductancia de un canal en condiciones i6nicas definidas es una
caracteristica constante del mismo. Esto sirve como parimetro pars identificario y detectar su
presencia en un experimento.

La tabla I contiene datos de los § tipos de canales que encontramos con mas
frecuencia.

s).- Canal de Cs* de alta conductancia .- Logramos la incorporacion de un canal voltsje
dependiente que conduce B a’* y presenta subestados de conductancia. La fig 10 muestra trazos
de este canal que se abre ripidamente al dar el pulso de voltsje, en seguida se va relsjando hacia
subestados de menor tamafio tendiendo a cerrarse. En la fig 11-A), podemos ver la curva I/V del
estado de mayor conductancia y en 11-B) la curva I/'V de los subestados. Bajo las siguientes
condiciones iénicas: NaCl,140; KCl1, 4; CaCl, 2 mM en cis y en trans BaMsSO,. SO mM, el canal
presenta una conductancia méxima de 333 pS y un Er = 14.3 mV teniendo baja relacion de
permeabilidad P,/ P,= 10, valor cercano sl reportado anteriormente. En este canal logramos
distinguir por 1o menos S subestados en los voltajes donde el canal tiene més transiciones (voltajes -
negativos). En Ia fig 12 se presentan histogramas de amplitud de la corriente donde se distinguen
los diversos subestados con la conducutancia de cadas uno. La fig 13 muestra la curva de
probabilidad de que el canal se encuentre en el estado de mayor conductancia (P, ) con respecto
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TABLA L-

I 1TIPO DE JCONDUCTANCIA Er RELACION DE CONDICIONES n=

CANAL v pS. » mV PERMEABILIDAD IONICAS
{Cis: NaCl, 140;
Co™ 333 14.3] P,/ P, =10 [KC.4;CaCL, 2 2
Trans: BaMeSO,,
50 mM

Cis: NaCl), 140;
HCATIONICO 164 10 3.5 P./P,.=1.6 [KCi4;cCaCl,, 2 3
12 5 K’ " Na Trans: KMeSO,,
: 100 mM.
Cis: NaCl, 140,
[caTioNICO 96+ S -14.5| P,/ P, = 1.26 |KCL4. CacL.2.mm| 3
L2 5 Na /Trans: KMeSO,,
. 100mM.
Cis: NaCl, 140,
ATIONICO 331 -14 P, /P.= 1.26 [KCL4, CaCl,2,mM] 3
+ 3.8 Ne'T K /Trans: KMeSO,,
. 100mM.

———— e

Cis: NaCl, 140,
lcaTionico 21 65 P,/P, = 1.8 [KCl4, CaCL2mMm| 2

a /Trans: KMeSO,,
100mM.
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Fig 10.- Registros del canal de Ca®" de alta conductancia. Estos trazos se obtuvieron bajo las

siguientes condiciones i6nicas: NaCl, 140, KCl, 4; CaCl,, 2 mM en cis y BaMeSO,, 50 mM en
ia de 333 pS en las transiciones de mayor tamafio. El

A

trans. Este canal pr una cc
Er= 14.3 mV y tiene pobre selectividad entre cationes mono y divalentes P,/ P,,= 10 . Este canal

presenta al menos 5 subestados y es claramente voltaje dependiente, mostrando mas transiciones a
voltajes negativos. La letra C esta indicando el nivel del estado cerrado, a la 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 (Warmer Inst. Corp.) n = 2.
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- 420 Er=17.7 mV
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Er=15mv
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Fig 11.- A) Curva 1/ V de la transicion de mayor conductancia del canal anterior. Presenta una y
= 333 pS y un Er = 17.7 mV. Podemos ver que en los voltajes estudiados la relacion es Shmica.
B) Curva I / V de los subestados de conductancia que presenta este canal. A la derecha de Ia
grifica esté la conductancia y el Er de cada uno. Los puntos de ambos graficos son 1a media de 2

experimentos.
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Fig 12.- Histogramas de amplitud de la 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 15 a 20 seg . Los numeros sobre cada pico indica su conductancia en
PS. A la derecha de cada grifica esta ¢l voltaje del cual proviene.
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do de mayor conductancia (Pg,,) en

Fig 13.- Probabilidad de que ¢l canal se re en el
funcién del potencial transmembranal (Voltaje). Podemos ver que a medida que se hace mas

negativo el voltaje el canal permanece menos tiempo en el estado de mayor conductancia. n =2
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al potencial. La probabilidad de estar abierto va disminuyendo a medida que se hace mis negativo
el potencial, podemos ver que varia desde 0.58 hasta 0.05 % a +20 y -60 mV respectivamente.
Este canal es muy parecido al que previamente reportd nuestro grupo en el espermatozoide de
erizo y ratén (69) y en membranas del espermatozoide de raton (78).

b).- Canal catiénico de alta conductancia .- En la fig 14 se muestran trazos de este canal que
presenta subestados de conductancia, permanece la mayor parte del tiempo en el estado abierto.
La probabilidad de que ¢! canal se encuentre en el estado de mayor conductancia (P,,,) varia
desde 0.96 a + 40 mV hasta a 0.98 a -60 mV, n = 3. Estos datos nos dicen que el canal es muy
poco dependiente de voltaje. Estos registros se obtuvieron en NaCl 104 mM, KCI1 4 mM, CaCl, 2
mM en cis y en trans KMeSO, 100 mM . En la fig 15 se muestra la curva corriente voltaje (a.u'\;a
1I/V) del estado de mayor conductancia (164 + 10 pS.) de este canal, que tiene un potencial de
inversion igual & 3.5 =+ 2.5 mV. Esto nos dice que ¢l canal es poco selectivo, discriminando
pobremante entre cationes monovalentes P,/P,,= 1.6 . La corriente de los trazos de este canal se
filtro a 200 Hz con un filtro pasa bajos (Warner Inst. Corp.). En la fig 16 se muestra la curva I’V
de los subestados que logramos distinguir. Sus conductancias son 37, 25 y 14 pS.

b.1).- Efecto del Rojo de Rutenio (RR) sobre este canal de alta y- El R R es un colorante
inorginico que se usd originalmente como tincién histoquimica para tefiir glicosaminoglicanos
(79) . Es un compuesto polivalente cationico no fluorescente que tiene Ia habilidad de interferir
con procesos dependientes de Ca**[revisado en (77)). Este compuesto se une en forma selectiva a
tubulos T y reticulo sarcoplismico de musculo esquelético y cardiaco (80, 81 y 82) Se ha
descrito que este colorante inhibe la entrada de Ca®** de mitocondrias aisladas (83 y 84) y en
reticulo sarcopliasmico (85). Por otro lado existen evidencias de que el RR inhibe Ia unién de Ca®*
a calcecuestrina, también tifie especificamente a esta y otras proteinas que se sabe que unen Ca*
(86). El RR bloquea eficientemente al receptor de rianodina del reticulo sarcoplismico en

musculo, en el rango uM (87).
Formula molecular del Rojo de Rutenio

{(NH3)sRU —~ O — RU(NH )4 — O — RU(NH>»)s]CLs
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Canal 164 pS

Fig 14.- Registros del canal catiénico de alta conductancia. Este experimento se realizé en NaCl,
140; KCl, 4 mM; CaCl,, 2 mM en cis y KMeSO,, 100mM 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,/P,,= 1.6. La letra C esta 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 recuadro muestra una parte del registro a 60mV, pero con mayor amplificacion. La corriente
en los trazos mostrados se filtré a 200Hz con un filtro pasa bajos (Warner Inst. Corp.) n=3.
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Fig 15.- Curva cormriente-voltaje hecha de bicapas donde se incorpord el canal catiénico anterior .
La pendiente de la curva nos da 164 pS de conductancia v un Er = 3.5 = 2.5 mV. Este canal
discrimina muy poco entre cationes monovalentes P,/ P,.= 1.6 . Todos los puntos contienen la

desviacion estandar de tres experimentos.
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Fig 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 baja selectividad entre cationes

monovalentes. Cada punto es la media de tres experimentos. En algunos puntos la desviacion
esténdar esta cubierta por los simbolos.
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Este canal catiénico de alta conductancia (b), se parece al canal de Ca®* de 333 pS . Se ha
reportado anteriormente que este canal tiene algunas caracteristicas comunes con el Receptor de
Rianodina, como su baja selectividad entre cationes divalentes / monovalentes, alta conductancia y
bloqueo asimétrico con Mg**(88). Esto nos hace pensar de manera especulativa, que el canal
grande de Ca"? podria pertenecer a la misma familia del Receptor de Rianodina.

Considerando lo anterior y el hecho de que el RR inhibe 1a RA, se probé este bloqueador
sobre el canal . El RR bloqued parcialmente la corriente original a concentraciones UM en el
lado grams de 1a bicapa. En la fig 17 podemos comparar trazos del canal en condiciones control, y
con 60 uM de RR en rrans. En ellos podemos ver que la corriente principal disminuye y que hay
muchos eventos de bloqueo rapido, sobre todo a 40 y -60 mV. El bloqueo es més efectivo a
medida que se hace mas negativo el potencial en la bicapa. En Ia fig 18 se muestran histogramas
de amplitud de los trazos anteriores. En ellos podemos ver, como se esperaria, que en presencia
de blogueador el nivel del pico que corresponde al estado principal disminuye. Ademés, con el
bloqueador se notan otros picos de niveles de menor cond ia. Estos d sugieren que el
bloqueo es ligeramente dependiente del voltaje. A 60 ntM el bloqueo llegd hasta casi el 30 %,
considerando la y principal. Aumentando la concentracion del bloqueador el efecto es aun mayor,
como podemos ver en la fig 19. Vale la pena resaltar que pareceria que sélo el nivel principal se
bloquea. Existen evidencias anteriores del efecto del RR (1M) sobre un canal parecido a este (15
y 78).
¢).- Canal catidonico de 96 pS.- También se logrd la insercidn de un canal selectivo a cationes,
ligeramente voltaje dependiente, registrado en la mismas condiciones iénicas que el anterior. En la
fig 20 podemos ver trazos del canal; a voltajes positivos presenta grandes saltos de corriente; sin
embargo la Po es muy baja (< 10 %) . En la fig 21 se muestra la curva I/V de este canal donde la
relacion es lineal. Bajo estas condicionesla y =96+ S pS yel Er =-14.5 =+ 2.5 mV lo que nos
indica que es pobremente selectivo entre cationes monovalentes, P, /P,= 1.26. Este canal se
incorpordé con muy baja Po, siendo 1a mayor de 0.087 y la memor de 0.03, estoa O y + 40 mV
respectivamente, n = 3. Por lo que podemos decir también que su actividad depende poco del
voltsje. Nuestro grupo ha detectado un canal parecido, pero usando membranas del
espermatozoide de raton (78).

56



CONTROL R.RUTENIO 60 pm
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Fig 17.- Bloqueo por Rojo de Rutenio sobre el canal cationico de alta conductancia. Los efectos
se observaron a concentraciones micromolares (60uM) en el lado trans de la bicapa. El bloqueo
es electroforético y ligeramente dependiente de voltaje. La letra C indica el estado cerrado, al lado ;
derecho de cada trazo se indica el voltaje y la escala. La corriente en los trazos mostrados se
filtr& a 200 Hz con un filtro pasa bajos (Warner Inst. Corp.) n=2.
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CONTROL R.RUTENIO 60 pM
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Fig 18.- Histogramas de amplitud de todos los puntos, sacados de los trazos de la pagina anterior.
En todos se nota disminucion de la corriente principal y aumento en el nimero y conductancia de
los subestados. También disminuye el tiempo que perm. en el do principal. A la derecha
de cada histograma se indica el voitaje del trazo del que provienen.
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Fig 19.- Bloqueo del RR sobre el estado de mayor conductancia. E! efecto es mas eficiente al

hacer mis negativo el potencial. Esto a dos diferentes concentraciones, (I = corriente con

bloqueador, lo = corriente original ). n=2
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Canal 96 pS

Fig 20.- Registro de un Canal cationico, liger voltaje dependi que fue obtenido en las

mismas condiciones idnicas que el anterior. La letra C esta 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 reversion de -14.5 + 2.5 mV, pobre
selectividad P,.,/P,= 1.26, y baja Po <10 % . La corriente en los trazos mostrados se filtré a 200
Hz con un filtro pasa bajos (Wamer Inst. Corp.) n=3.
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Fig 21.- Curva Corriente Voltaje de un canal cationico de 96 pS. Como podemos ver €n estos
voltajes se comporta ohmicamente. Bajo estas condiciones el canal mostré un Er = -14.5 = 2.5
mV. Lo que refleja pobre rango de selectividad entre cationes monovalentes Py, /Py= 1.26 . Cada

punto contiene la desviacion estindar de tres experimentos.

61



d).-_ Canal catiénico de 33 pS - En la fig 22 podemos ver varios trazos de esta transicion que se
obtuvo en las mismas condiciones ibnicas que el anterior. Bajo estas condiciones el canal presenta

una conductancia unitaria de 33 + 1 pS. Enla fig 23 se muestra la relacion corriente voltaje, en los
rangos estudiados esté relscion es lineal. En esta curva podemos ver que el Er = -14 £+ 3.8 mV,
esto nos indica que el canal es pobremente selectivo entre cationes monovalentes P /P,= 1.26 .
La Po de esta transicion es muy baja variando desde 0.01 a 005 con - 40 y + 20 mV
respectivamente, n = 3. Esto refieja que es muy poco dependiente de voltaje. La corrviente de estos
trazos se filtré a la misma frecuencia que el anterior.

e).-Canal catiénico de 21 pS .- Estas transiciones son pequefias y selectivas a cationes. Esto lo
sabemos por que al no haber CI' en trans, el Er,, es muy grande (> 300 mV), este valor esta
bastante alejado del Er del canal. El Er,= 80 mV calculado por la ec. de Nemst (62). Los
registros se obtuvieron en NaCl 104 mM, KCl 4 mM, CaCl, 2 mM en cis y en trans KMeSo, 100
mM . Bajo estas condiciones obtuvimos una ¥ =21 pS yun Er = 6.5 mV, indicando que es muy
pobremente selectivo entre cationes monovalentes (P,./P,,= 1.8). En Ia fig. 24 podemos ver trazos
de este canal filtrado a la misma frecuencia que el anterior. Tenemos registros donde estas
transiciones chicas aparecen solas 1o que sugiere que se trata de un canal independiente. En estos
registros los saltos de corriente son de menor tamafio y menos numerosos, pero de mis duracion
& potenciales positivos que a negativos. La Po del canal es muy baja (ver fig 25 B), siendo de
0.04 a 60 mV, n = 2 . Estos datos sugieren que este canal es muy poco voltaje dependiente. En Ia
fig 25 A) podemos ver la curva I/V de este canal. Anteriormente otro grupo reporté un canal
catibnico pobremente selectivo, con una conductancia parecida a esta en membranas de

espermatozoide de cerdo (89).
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Fig 22- Registro de un Canal catiénico, que fue obtenido en las mismas condiciones ionicas que el
anterior. El canal presenta una conductancia de 33 = 1 pS, un potencial de reversion de -14 + 3.8
mYV, pobre selectividad P, /P,= 1.26. La Po es muy baja y varia poco con respecto al E,,, desde
0.01 a -40 mV hasta 0.05 a +20 mV. Estos datos sugieren que el canal tiene pobre dependencia al
voltaje. La letra C esta indicando el nivel del estado cerrado. A Ia derecha de cada trazo se indica

el potencial con el que se obtuvo y la escala. Los registros se filtraron a 200 Hz. n = 3.
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Fig 23.- Curva Corriente Voltaje de un canal catiénico cuya conductancia y = 33 = 1 pS, su
Er = -14 + 3.8 mV. Este canal es de naturaleza ohmica y no es muy selectivo, la razén de
permeabilidad entre cationes monovalentes es escasa P,/ P, = 1.26. Cada punto contiene la
desviacién estandar de tres experimentos.
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Fig 24.- Registro de un canal catiénico obtenido en NaCl 140 mM, KC1 4 mM, CaCl.2 mM cis
y KMeSO, 100 mM en trans. Bajo estas condiciones el canal mostréo una y = 21 pS (nivel
indicado con la flecha), un Er = 6.5 + 2.5 mV y baja Po < 5 %. Esto refleja pobre selectividad
entre cationes monovalentes P,/ P, = 1.8, y sugiere poca dependencia del voltaje, ya que la Po
varia muy poco con respecto al E,( de 0.022 2 -40 mV hasta 0.04 a+60mV). n=2. LaletraCa
Ia 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 pass bajos (Warner Inst. Corp.).
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Fig 25.- A) Curva corriente voltaje de un canal de 21 pS. En estas condiciones el canal presentd
un Er = 6.5 mV. También mostré ser poco selectivo entre cationes monovalentes, P,/ P, = 1.8 .
B).- Griéfica de la probabilidad de apertura (Po) con respecto al potencial transmembranal, que
corresponden a la transicion de 21 pS. La actividad de este canal es muy baja, variando de 0.02 a
0.04 %%. Lo anterior sugiere que es muy poco volitaje dependiente. En ambas figuras los puntos

muestran la media de dos experimentos.



V.- DISCUSION

La fecundacién es un fenémeno biolégico que depends de la interacciéon ¢ intercambio
de seliales entre los gametos. Es evidente que los flujos iénicos son muy importantes para que la
fecundacion se realice exitosamente. En este sentido existen multiples evidencias que indican que
la perticipacién de canales i6nicos es clave en Ia fisiologia del espermatozoide de mamiferos (20,
38, 97 y 91).

En el presente trabajo continuamos el estudio de la transferencia de canales idnicos
directamente del espermatozoide de ratén a bicapas lipidicas planas, reportado previamente por
nuestro grupo (69). Aqui logramos encontrar las condiciones optimas para esta transferencia de
canales.

Los resultados obtenidos muestran una diferencia importante en cuanto a Ia efectividad
para transferir canales de las células a Ia bicapa dependiendo de la RA: siendo la probabilidad del
9l%meondidomd'aduRA.7l%enlo:dcmodin.47%enlosdobqin.yl7¢alocdcuuy
baja RA. Lo anterior significa que la RA s determinante para lograr una eficiente transferencia de
canales. Esto refieja claramente que las condiciones del espermatozoide cambian después de
experimentar la RA, haciéndose probablemente miés fusogénicos. Existen evidencias que indican
que la superficie del espermatozoide cambia de manera importante después de ocurrir la RA,
volviéndoss més fusogénicos: 1) Espermatozoides que no sufren la RA solaments se unen a la
membrana del 6vulo pero no se fusionan (20); 2) Los receptores a la ZP en el espermatozoide
especificamente a la ZP, estén sobre la membrana plasmitica del espermatozoide no reaccionado
y soa dificilmente detectados en espermatozoides reaccionados. Una vez que la célula
experimenta la RA, los receptores a la ZP, ya se pueden detectar muy claramente sobre la
memberana plasmitica del segmento ecuatorial y también en la membrana ecuatorial interna (20 y -
51). Por otro lado es posible fusionar espermatozoides de bovino y humano a liposomas hechos
de fosfolipidos artificiales, s6lo después de haberles inducido la RA. Esta fusién se concentra
principalmente en la zona ecuatorial (2). Lo mismo sucedié en ¢l espermatozoide de abuléa, pero
este se fusiona a liposomas hechos con fosfolipidos negativaments cargados. En este ultimo
trabejo detectaron una proteina de 18 kDa localizads en el proceso acrosomal. Esta proteina
sislada promueve Ia fusién entre liposomas, por lo que podria participer en la fusién entre los

67



gaAmetos, ya sea directamente a los lipidos ¢ a través de otra proteina en la membrana del 6vulo
(102).

Merece la pena comentar que la relacion entre la RA y la efectividad en la transferencia de
canales a Ia bicaps puede deberae también, a que durante la RA se estén activando canales.
Previo a este fondmeno dichos canales podrian estar inactivos y aan cuando hubiera fusion no
serian detectables electrofisiolégicamente. Sin embargo es posible incorporar canales activos a
partir de membranas preparadas de espermatozoides no reaccionados (69, 78 y 15). Lo anterior
sugeriria que, en principio, uno podria ver actividad de canales directamente de espermatozoides
no reaccionados, si la regién de contacto con la bicapa es parecida en composicion, a las
membranas aisladas. Otra explicacion alternativa es que la nueva membrana expuesta por el
espermatozoide después de que experimenta la RA tengs mayor densidad de canales que la
membrana plasmitica original. Esto Gltimo es posible, sin embargo nosotros esperariamos que
cuando hay baja RA no deberia haber incorporaciones miultiples de canales, y aunque muy poco
frecuentes si se observan. Experimentos a realizarse en un futuro en nuestro laboratorio podrian
ayudarmos & COntestar mejor ests pregunta.

En este trabajo la RA se indujo con el iondforo de Ca** A23187 por facilidad y eficiencia.
Se requiere de bastante trabajo y material para aislar zonas de 6vulos en mamiferos. Por otra
parte, la RA inducida con el iondforo es gencralmente mis elevada que con las zonas. El A23187
intercambia dos protones por cada ion Ca™ que mete, por 1o que provoca aumento en la [Ca®*"],
alcalinizacién del medio, y 1a RA. Este movimiento de iones se realiza obedeciendo el gradiente
electroquimico del Ca* (74 y 75). Existen multiples reportes donde se ha utilizado este
compuesto para inducir la RA en el espermatozoide de mamifero (2 y 18). El hecho que el
espermatozoide pueda interaccionar con la bicapa transfiriendo canales, no significa que el
reconocimiento se vuelva inespecifico. En las condiciones que utilizamos se simplifico el
fen6émeno fisiologico, ya que faltan las proteinas del 6vulo. Existen evidencias de fusion donde
participan los lipidos de dos membranas y hay presencia de proteinas en s6lo una de ellas. Esto
significa que los lipidos pueden ser blanco de proteinas durante 1a fusién de membranas biologicas
(revisado en 56 y 102).

Los eventos moleculares que suceden durante la transferencia de canales no se conocen;
sin embargo a pesar de que nuestros datos no lo demuestran, podria ocurrir fusién de membranas.
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Es posible que el espermatozoide interaccions con la bicape incorporando el canal y poco después
se desprends. Esto lo decimos considerando que durante la fusién de membranas existe un
fenémeno lamado “fluctuacion” donde la formacion del poro de fusion inicial es reversible. se
sabe ademis que este fandémeno también se presenta en la fusidén de gametos (56); puede ser que
on ess momento suceds la incorporacion del canal. También es posible que duramse Ia
incorporacién, el espermatozoide fusione parte de su membrana junto con el canal o que el
espermatonvide se fusions completamente. Esta Gitima es poco probeble ya que en una cantidad
sigpificativa de experimentos se incorporaron pocos canales. Faltan experimentos por realizar
pera contestar esta pregunta.

La concentracién de células adecuada fue de 1-3 x 10ml, cuando utilizamos mayor
De la misma maners cuando se usé menor concentracion de células la transferencia era menos
efectiva.

Se hicieron 3 experimentos probando espermatozoides con alta movilidad pero en
condiciones de baja RA, y en ninguno se logré incorporacion de canales. Con esto comprobamos
que la movilidad de los espermatozoides no es determinante para 1a incorporacion de canales. Hay
reportes en los que espermatozoides inmoéviles o débilmente moviles fueron capaces de fusionarse
a dvulos libres de ZP, (4 y 20).

Generalmente se observé que se incorporaba a la bicapa més de un tipo de transicion,
posiblemente debidas a diferentes canales (83 %). Existen reportes en los que se estima que Ia
densidad de canales i6nicos en la superficie de la membrana del espermatozoide es muy baja
(revisado en 106). Con base en lo anterior es posible decir que 1a interaccion del espermatozoide
con la bicapa sbarca probablemente una zona de membrana de tamafio considerable.

De las incorporaciones que logramos se registraron varios tipos de canales, estos
se distinguieron con base en su conductancia, selectividad y voltaje dependencia:
1.- Con estos resultados confirmamos la presencia de un canal de Ca** de alta conductancia,
reportado anteriormente por nuestro grupo (69, 78 ) . Bajo las condiciones utilizadas aqui ¢! canal
mostré una ¥ = 333 pS y voltaje dependencia. Este canal presentd al menos cinco subestados de
conductancia, ademis tiene baja selectividad entre cationes mono y divalentes (P, / Py, =
10), cercana a la reportada anteriormente.



2.- Documentamos la presencia de otro canal catiénico que tiens también alta conductancia, 3
subestados y beja relaciéon de permeabilidad entre cationes monovalentes P,./P,, = 1.6 . Este canal
se bloqued a concentraciones uM de Rojo de Rutenio, disminuyendo la ¥ del estado principal. El
bloqueo fus mis eficients cuando el potencial se hizo més negativo (electroforético), como se
esperaria dobido a que este colorante tiene. carga positiva (es un catién polivalents). Es posible
que este canal sea ol de Ca® de alta conductancia y debido a que tiens un comportamiento
complejo, probablemente en estos registros no vimos el estado de mayor conductancia, ni Ia
voltaje dependencia caracteristica, posiblemente por falta de pulsos de mayor voltaje para activar
los subestados més grandes y su voltaje dependencia. También cabe la posibilidad que se trate de
otro canal con caracteristicas similares. En trabajos anteriores el canal de Ca™ de alta
conductancia, se bloqued con RR a los mismos rangos de concentracién que este ultimo canal.
Este bloqueador también inhibe la RA en ¢l espermatozoide de erizo de mar a concentraciones
M, IC, = 75 uM (88). Falta estudiar el efecto del RR sobre espermatozoides de mamifero. En
otros sistemas la afinidad del RR para bloquear sistemas de transporte de Ca® es la siguiente: 250
y 69 uM en sinaptosomas de pollo y rata, respectivamente (77). En ol Receptor de Rianodina del
misculo esquelético es de | pM. (87), y en Ia ATPasa de Ca™ de eritrocito es 10 uML(103).
Como se menciond en la seccién de resultados, el primer canal tiens caracteristicas
similares al Receptor de Rianodina de miisculo esquelético (88). A pesar de que este ultimo, se
encuentra en el reticulo sarcoplésmico (98), es posible que canales con estas caracteristicas
puedan estar en la membrana plasmitica. Recientements so reporté la pressncia del RIP, en Ia
cabeza del espermatozoide de ratén (22). Estudios de clonacién molecular muestran que el
Receptor de Rianodina es casi dos veces més grande que el RIP,, sin embargo su estructura
general es muy similar formando tetrimeros. La secuencia primaria de los dos receptores tienen
regionss homologas, particularmente en ol carboxilo terminal, que es la regién que se cres que
forma el poro. Ambos receptores liberan Ca?*de almacenes intracelulares. Por lo anterior se
considers que ambos receptores pertenecen a una misma familia (107). Recientements otro grupo
detecté un canal de Ca™ en la membrana plasmitica de nouronas olfitorias, que se bloques con
RR y ss estimula con IP, (104). Por todo lo anterior nosotros también probamos el efecto de este
que este canal pueda pertenecer a la misma familia del Receptor de Risnodina y RIP, seria
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conveniente probar un compuesto mis especifico para bloquear este tipo de canales (i.e.:
Rianodins).

3.- También registramos la incorporacion de un canal cationico de 21 pS. Un canal parecido a
este se reportd anteriormente en membranas del espermatozoide de cerdo, el cual se bloquea
parcialmente con Nitrendipina y Verapamil; y completamente con 0.5 mM de La* (89). Aunque
no se hicieron experimentos con cationes divalentes, ni la farmacologia, podria ser que se trate del
mismo canal.

4.- En estos experimentos se incorporé también un canal cationico de 96 pS, pobremente
selectivo entre cationes monovalentes. Este canal es muy parecido a uno previamente reportado
fusionando membranas del espermatozoide de raton a bicapas, que tenia dos formas distintas de
actividad: una con baja y otra con alta Po. Los dos modos de operar de este canal se pudieron
observar en distintos experimentos, nunca juntos (78). En nuestro trabajo solo 1o detectamos en la
forma de baja Po, sin embargo tuvimos una bicapa en la que presentd los dos tipos de actividad
(no mostrada). Necesitamos mis registros para atrevernos a proponer que es €l mismo canal que
tiene dos tipos de actividad y que en la reconstitucion se afecta o se pierde algun componente de
regulacion, y por eso 36lo se le puede ver de una forma en las membranas.

§.- Otro canal que pudimos registrar fue uno de 33 pS, pobremente selectivo, de baja Po y un
comportamiento parecido al de 96 pS. Es probable que estos dos ultimos canales se localicen
cercanos en la membrana, ya que en dos experimentos se incorporaron juntos en la misma bicapa,
o bien que 1a transicion de 33 pS sea un subestado de la de 96.

6.- Canales A-D .- En varios experimentos logramos la insercion de canales aparentemente
catidnicos, que s6lo estaban activos durante corto tiempo sin recuperar mis su actividad. Esto
podria indicar que son canales que se regulan por segundos mensajeros, que se diluyen durante la
incorporacion y se "lavan”. Es preciso estudiar con mis detalle este tipo de corrientes y probar la
posible modulacién con segundos mensajeros. Recientemente se reportd un canal de K* regulado
por AMP,. en membranas del espermatozoide de erizo de mar (99). Ademis ya se cloné y expreséd
funcionalmente un canal selectivo a cationes (P, /P,, = 1.3), regulado por GMP. en el
espermatozoide de bovino. Su secuencia tiene un 65% de homologia con el canal de
fotoreceptores y con otro canal recientemente clonado de la aorta. Experimentos de "patch
clamp®” indican que puede estar presente en la membrana del espermatozoide de mamifero (100).
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Por otra parte ¢l RIP, se localizé en la regién acrosomal de la membrana del espermatozoide de
rata, ratén, himster y perro (22), y se tiene evidencia de que durante Ia RA hay sintesis de IP, en
el espermatozoide (103 y 40).

Casi todos los canales que logramos transferir fueron de selectividad catidnica y
pobremente selectivos entre cationes monovalentes. Esto concuerda con los datos reportados por
Florman (95 y 91), donde encontraron flujos idnicos que tienen caracteristicas de canales
catibnicos pobremente selectivos en espermatozoides de bovino y ratén. Nuestros resultados
también son consistentes con la presencia de canales de K* y de Ca* dependientes de voltaje cuya
actividad puede disparar 1a RA (67). Aunque se ha reportado presencia de canales aniénicos en la
membrana del espermatozoide de raton (78), cerdo y camero (23 y 47), nuestros datos sugieren
que la densidad de canales cationicos en Ia membrana plasmitica del espermatozoide de raton es
mayor.

Es evidente que ZP desencadena en el espermatozoide cambios en la permeabilidad de su
membrana que lo llevan a experimentar la RA. Se ha postulado que el paso inicial de esa cascada
de eventos es una depolarizacion de la membrana del espermatozoide que después activa otro u
otros canales de Ca®** voltaje dependientes, produciendo una elevacion de la [Ca*), ¥y pH,
suficiente para producir este fenodmeno exocitdtico (95). Hay evidencias que apoyan que los
canales que participan en la segunda respuesta a la ZP son de Ca* tipo T (93) . Sin embargo
estos canales solos no pueden explicar el aumento sostenido de Ca*;, . esto por su répida
inactivacion. Para lograr la depolarizacion necesaria en el primer paso de la RA, ¢s de esperarse
que se abran canales catidénicos poco selectivos como los que se detectaron en el espermatozoide
de bovino y ratén (91 y 95). Alguno de los canales que detectamos podria ser responsable de esta
depolarizacion inicial. El canal que creo reune algunas de las caracteristicas esperadas para este
papel podria ser el de 96 pS. Por que siendo ligeramente mis permeable para ¢l Na’, si este canal
se abre dejaria entrar dicho ion a la célula con lo que se produciria la depolarizacién inicial. Para
saber si esto Gltimo es cierto necesitamos hacer farmacologia del canal de 96 pS. Los otros
canales que también registramos podrian participar posteriormente durante la penctracion de Ia
ZP y/o fusién con la membrana plasmitica del 6vulo.

Las condiciones experimentales que aqui utilizamos son un modelo simplificado que sirve
para facilitar el estudio de la interaccién entre gametos. Esto porque al poner en contacto al
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espermatozoide directamente con la bicapa estamos quitando las proteinas del 6vulo. El uso de
esta técnica podria permitir identificar los componentes que determinan la fusion entre gametos.

En el presente trabajo registramos canales aniénicos en muy pocas ocasiones. Esto
posiblemente se deba a que exista mayor densidad de canales catiénicos que anidnicos en la
membrana, © bien a que los canales anidnicos necesiten otras condiciones para promover su
incorporacién. Estos datos concuerdan con reportes anteriores, donde registran més canales
catiénicos que anidnicos en la membrana del espermatozoide (78 y 89).
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VI1.- CONCLUSIONES

1.- Es posible transferir canales idnicos del espermatozoide completo de ratén directamente a
bicapas lipidicas planas. Reportado previamente (69).

2.- La RA en e espermatozoide es determinante para la eficiente incorporacién de canales.

3.- La concentracion ideal de espermatozoides es de 1-3 X 10° células / ml.

4.- La movilidad de las células no afecta significativamente la efectividad en la transferencia de
canales.

S.- Se documentaron registros de cuatro tipos de canales catibnicos, con pobre selectividad
entre cationes monovalentes, que presentaron las siguientes caracteristicas particulares:
a) Conduce Ca®, y = 333 pS, voltaje dependiente, tiene pobre selectividad entra cationes
mono y divalentes ( P /P,= 10) y presenta al menos S subestados de conductancia.
b) ¥ =164 pS, poco voltaje dependiente, presenta al menos tres subestados de conductancia,
P/Py.~ 1.6 y se bloquea parcialmente con 60 uM de RR aplicado en el lado rans de la
bicapa.
€) ¥y = 96 pS, ligeramente voltaje dependiente, baja Po (< 10 %), P, /P,~ 1.2 y un posible
subestado de 33 pS.
@) ¥y = 21 pS, P /P~ 1.8, baja Po (< S %) y es muy poco voltaje dependiente.

6.- Es probable que en la membrana del espermatozoide haya mayor densidad y Quizks més
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