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RESUMEN

Un evento sobresaliente en la fecundacién es la reaccion acrosomal en el
espermatozoide (RA). La RA tiene como funcion primordiél la liberacién de las enzimas
liticas que actuan sobre las cubiertas del 6vulo y también exponer una nueva membrana
especializada que permite la fusidn del espermatozoide con el dvulo. La RA es un evento
dependiente de calcio, estimulado naturalmente por la progesterona y la zona pelicida
{ZP) en mamiferos. Debido a que los inductores de la RA promueven influjos de calcio
asociados con la despolarizadocion de la membrana y el aumento del pH, se estudié la
dependenc:.ia de voltaje, la farmacologia y el efecto del pH en el transporte de calcio, en el
espermatozoide humano no capacitado, con el uso de técnicas fluorescentes. Para ello se
adaptd un equipo de flucrometria (PTl) que nos permitid medir las emisiones de los
colorantes sensibles a potencial de membrana (Vm} simultdneamente a los sensibles al

calcio o al pH intracelular {pH,). Con esto se demostré que en los espermatozoides

_humanos hay un sistema de transporte sensible al voltaje con las siguientes

caracteristicas: 1) activacion en un rango de voltaje de -60 a -15, tras adiciones de
potasio, desde un Vm al reposo de -70 mV, no inactivable durante 1 minuto; 2) inhibicion
a Vm de reposo despolarizados (-53.8 y -35.3 mV) bajo pulsos de voltaje a —17 mV; 3)
bloqueo por niquel pero no por nifedipina; y 4) estimulacién por una alcalinizacién
dependiente de Vm. Los registros simultaneos sugieren que estos canales no concuerdan
con ningin tipo de canal anteriormente descrito. La RA, que puede inducirse con
despolarizacion con 60 mM de KCl, se estimulé ligeramente cuando la despolarizacién fue
precedida de una hiperpolarizacién, esto indica que este sistema al estimufar la RA,

pudiera participar en los mecanismos disparados por la progesterona y la ZP.
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1. INTRODUCCION

Todo organismo vivo cumple con un ciclo que le permite perpetuar su especie. Este
ciclo encuentra continuidad a través del fendmeno conocido como reproduccion. Sus
rmecanismoes son tan variados que podemos encontrar desde una simple divisién mitética
{reproduccion asexual), hasta los procesos mas complejos que conducen a la mezcla de
genomas de dos individuos distintos (reproduccion sexual),

Para los organismos con reproduccién sexual la interaccion entre un dvulo y un
espermatozoide marca el inicic de una serie de eventos que definen la fecundacién. El
éxito de estas interacciones permite a estas células fusionar sus nucleos para dar origen a
un nuevo ser genéticamente diferente a los demas de su especie proporcionando las
bases de la herencia biparental y la evolucién adaptativa.

La fecundacién se inicia cuando el espermatozoide se pone en contacto con las
capas que rodean al dvulo. Cuando el contacto es en ef medio ambiente la fecundacion es
extema, si es en el tracto reproductive de 1a hembra la fecundacién es intera.
Subsecuentemente, los principales eventos son: el reconocimiento del évulo por el
espermatozoide, la entrada del espermatozoide en el dvulo, el bldqueo de la polispermia y
la fusion de nicleos (Yanagimachi, 1994}, Estos procesos requieren que el évulo y el
espermatozoide contengan estructuras altamente especializadas que permitan una fusion
exitosa.

EL ESPERMATOZOIDE

El gameto masculino o espemnatozoide, como producto final de la
espermatogénesis, tiene sélo la mitad del material genético que cualquier célula somatica.
Cuenta con una estructura altamente especializada para la fecundacion en la que
destaca el cuerpo celular o cabeza, cuyo tamaiio varia de acuerdo a !a especie (1 - 10 pm
de diametro), y un flagelo. Como caracteristicas peculiares encontramos:; una vesicula
gue contiene enzimas liticas llamada acrosoma, situada en |a parte anterior de la cabeza;
una maquinaria mitocondrial localizada en la pieza media. El flagelo esta constituido por

un anillo de 9 pares de microtibulos que encierran a un par central (axonema). Entre el
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membrans plesmibtics

membiane inteima
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Figura 1.- Esquema basico del espermatozoide de humano. Se puede ver como
estan organizadas las estructuras en el espermatozoide. El acrosoma, en la
parte anterior, seguido del nicleo son elementos de la cabeza; Las
mitocondrias, el axonema y las fibras densas, del flagelo.
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axonema y la pieza media se encuentran unas fibras densas que se extienden a lo largo
del flagelo (Figura 1). Esta célula no tiene ribosomas, reticulo endoplasmico ni RNAmM por
lo que no esta facultada para sintetizar proteinas. Este conjunto de estructuras
especializadas contiene el abasto energético y las herramientas necesarias para la
motilidad y fusion con el évulo (Alberts, 1989).

EL OVULO

El 6vulo es una célula de mucho mayor tamafio (80 pm) que el espermatozoide;
contiene todas las estructura tipicas de una célula completa {Carison, 1994). De entre sus
caracteristicas distintivas destacan el pronucleo, el cuerpo polar, cada uno con la mitad de
la informacién genética, y una serie de vesiculas situadas proximas a la membrana
plasmatica lamadas granulos corticales, los cuales guardan enzimas liticas.

El ovule esta rodeado por un revestimiento que tiene que atravesar el
espermatozoide antes de fusionarse con su membrana plasmatica {(Monray, 1969). En
invertebrados marinos como el erizo de mar, estas cubiertas constan de una capa de
gelatina, la mas externa, constituida de mucopolisacaridos, seguida de una cubierla
llamada membrana vitelina, de composicién mayormente proteica, que es la mas proxima
a la membrana plasmatica (Alberts, 1989). En los mamiferos existe una sola capa que
rodea al 6vulo denominada zona pelacida (ZP). La ZP en el ratdén esta constituida por tres
glicoproteinas que se entrecruzan: la ZP1, la ZP2 y la ZP3 (Wassarman, 1988;
Wassarman y Modtillo, 1991; Amoult, et al., 1996b).

INTERACCION OVULO-ESPERMATOZOIDE

La interaccion del évulo con el espermatozoide involucra una serie de eventos que
dan lugar a la fusion de ambas células. En este proceso el dvulo es capaz de exponer o
liberar sustancias que modulan el comportamientc de! espermatozoide. En el erizo de
mar, por ejemplo, el édvulo secreta un pequefic péptido, "el speract”, que activa al
espermatozoide {aumenta su respiracion bajo ciertas condiciones) y que es quimiotactico
(Schackman y ChocK, 1986; Lee y Garbers, 1986). Un componente de la gelatina, que es
un polimero de fucosa sulfatado, induce en el espermatozoide la reaccién acrosomal de

manera mas o menos especie especifica. Esto trae como consecuencia la liberacion de
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enzimas liticas que permiten al espermatozoide atravesar las capas externas del ovulo.
En la membrana vitelina, et espermatozoide se une a un ligando y finalmente se fusiona
con el 6vulo, membrana a membrana.

En el caso del mamifero, el espermatozoide tiene primero que "capacitarse”. La
capacitacién es un proceso muy complejo que habilita ai espermatozoide para la
fecundacion. Este proceso, que dura varias horas en el tracto genital femenino o, in vitro,
en un medio con calcio, provoca en el espermatozoide un aumento notable en su
movilidad (hiperactivacién) y cambios en su patrén de movimiento: pasa de un nado
erratico a un nado rapido y en linea recta. Durante la capacitacién cambian muchas
variables de la célula: se activan proteasas, cinasas, aumenta el calcio interno, etc. Una
vez capacitado, el espermatozoide es capaz de interaccionar con la ZP del ovulo. Es
anclado por la ZP3 de manera especie especifica (Yanagimachi, 1994) y una vez unido, la
misma ZP3 dispara la reaccién acrosomal (Florman y Wassarman, 1985; Bleil y
Wassarman, 1983} .

Cuando e! espermatozoide entra en contacto con el dvulo, este Ultimo pasa de un
estado de letargo a uno extraordinariamente activo con cambios fisiolégicos que
comienzan, en muchas especies de invertebrados, con una despolarizacion de la
membrana plasmética que impide la unién de mas de un espermatozoide (Dale, 1978;
Yanagimachi, 1994). Esto constituye e! bloqueo temprano de la polispermia que dura
segundos. Posteriormente, en decenas de segundos, el espermatozoide dispara en el
ovulo un aumentc en la concentracidon de calcio intracelular ([Ca*"]) que provoca la
exocitosis de los granulos corticales. Estos granulos liberan enzimas que modifican a las
estructuras que rodean al évulo inactivando los receptores a los espermatozoides, como
la ZP3 en el caso del mamifere o las capas de gelatina y vitelina en el caso del erizo de
mar. Esto constituye el blogueo tardio de la polispermia que se da en minutos
(Yanagimachi, 1994; Carlson, 1994) y se presenta tanto en invertebrados como en
mamiferos. De este modo, solo un espermatozoide fecunda al ovulo para finalmente dar
lugar a la formacion del cigoto e iniciar la siguiente etapa en la ontogenia del individuo

conocida como embriogénesis.
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LA REACCION ACROSOMAL

En términos generales, la reaccion acrosomal (RA} es un evento exocitotico que
permite 1a liberacién de enzimas liticas para degradar los componentes que rodean al
évulo. Concomitantemente, se expone el lado interno de ta membrana del acrosoma que
sirve como una nueva superficie de union con la membrana plasmatica del évulo (Alberts,
1989; Eddy y O'Brien, 1984, Carison, 1994).

En mamiferos, el acrosoma consta de una membrana intema y una externa que se
dividen en un segmento anterior cargado de enzimas y un segmento ecuatorial
presumiblemente carente de las mismas, Como componentes principales de la vesicula se
encuentran las hialuronidasas, proteasas como la acrosina, carbohidratos y una capa
glicoproteica que cubre a la membrana interna del acrosoma. Las hialuronidasas que
libera el acrosoma durante la RA antes de llegar a! dvulo (reaccionado de manera
espontanea o por induccién por progesterona) digieren la matriz del cimulus y las
acrosinas acarreadas a la superficie ayudan en el paso del espermatozoide a través de la
zona pelicida (Eddy y O'Brien, 1984). Las miitiples fusiones entre la membrana externa,
rica en sitios de unidn a calcio, caracterizan a una verdadera reaccion acrosomal ya que
aéi se promueve e! escape del contenido acrosomal a través de la membrana (Eddy y
O'Brien, Op. Cit.).

En los mamiferos, los espermatozoides capacitados (expuestos al ambiente del
tracto reproductive de la hembra durante un periodo de tiempo) son los que sufren la
reaccibn acrosomal inducida ﬁsiolégipamente. Esta se inicia naturalmente cuando se
encuentraﬁ frente a estimulos como la glicoproteina ZP3 o [a progesterona (Wassarman,
1988; Osman et al., 1989) promoviendo una cascada de eventos que ocasiona un influjo
de calcio posiblemente por la apertura de canales ionicos (Florman et al., 1992).

La ZP3 actUa a través de un receptor presente en la membrana plasmaética de los
espermatozoides (Leyton y Sailing, 1988). Se ha reportado que la ZP3 dispara
incrementos en el calcio intracelular (Lee y Storey, 1989), e! pH intracelular (Florman,
1989), el AMP ciclico (Noland et al., 1988), el inositol trifosfato (IP3) (Domino y Garbers,
1888, Thomas y Meizel, 1989), y e! diacilglicerol (Roldan et al., 1994). La RA se inhibe en

medio sin calcio, en presencia de bloqueadores de los canales de calcio del tipo de las
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dihidropiridinas o bloqueadores inorganicos como et niquel y por la toxina pertusis (TxP)
(inhibidor de la proteina Gi).

Por otra parte, en la ausencia de ZP3 o progesterona, otros estimulos como la
adicion de iondforos de calcio, despolarizaciones de la membrana con altas
concentraciones de potasio y pH (Florman et al, 1992; Zeng et al, 1995), N-
acetilglucosamina y residuos de manosa (Brandelli et al., 1996) también pueden inducir la
exocitosis del acrosoma en espemnatozoides de mamiferos con un aumento concomitante
en el calcio y el pH intracelulares {pH,). Esto pone de manifiesto la importancia de ia
regulacién del calcio intracelular y el pH intracelular en el disparo de la reaccion
acrosomal.

La evidencia de un aumento en la actividad de GTPasa inducida por la ZP
blogueable por TxP, ha sugerido que una proteina Gi reguladora {Bentley et af., 1986.
Kopf et al., 1986) podria estar involugrada en la elevacion del calcio intemo que ocurre
durante la RA. Asimismo, la ZP3 también despolariza [a membrana plasmética por otra
via insensible a TxP que tiene caracteristicas de un canal catiénico pobremente selectivo
(Amoult et al., 1996b). La elevacion de! calcio intracelular y el incremento en el porcentaje
de espermatozoides reaccionados presentan dosis respuesta similares cuando se
despolariza con K* y se aumenta el pH, ademas se inhiben po\F bloqueadores de canales
de calcio dependientes del voltaje como nifedipina, verapalmil, N y Co®; esto ha llevado
a proponer la existencia de canales de calcio. dependientes de voltaje como un evento
que seria subsecuente a la activacion de la via de la fosfolipasa C (Florman et al., 1992).
Asimismo, en base a experimentos hechos con microscopia de epifluorescencia e
indicadores de pH y calcio, se tienen indicios de la presencia de un eflujo de protones
durante la reaccién acrosomal inducida por ZP3 en el espermatozoide de ratdn {Lee y
Storey, 1989).

En lo referente a las sefiales generadas por progesterona, ésta induce un
incremento transitorio en la [Ca®] en espermatozoides no capacitados y sostenido en
espermatozoides capacitados (Osman, et al. 1989; Balckmore et al., 1990). La
progesterona actla a través de un receptor no gendmico posiblemente ligado a un
sistema de transduccion de sefales diferente al del receptor ZP3, como lo sugiere el
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hecho de que la RA inducida por la progesterona no es sensible a la toxina pertusis. La
progesterona también induce una despolarizacién de la membrana plasmatica
posiblemente debida a la apertura de un canal catidnico inespecifico (Foresta et al. 1593).
Como sucede con la ZP, ta RA inducida por progesterona también se inhibe con
bloqueadores de canales de calcio, lo que ha llevado a la hip6tesis de que al menos una
de las vias de permeabilidad a calcio que abre la progesterona seria un canatl de calcio
dependiente del \;foltaje.

Las caracteristicas y el acople entre los diferentes eventos que definen a la
reaccion acrosomal aun no estan bien definidas. De aqui gue ias condiciones ibnicas
intracelulares que inician la exocitosis del acrosoma, los sistemas de transporte y su
regulacion bioquimica por segundos mensajeros sean los temas de mayor importancia en
el estudio de la reaccion acrosomal scbre todo por sus posibles implicaciones clinicas.
Por ejemplo, se ha ocbservado que las dihidropiridinas administradas como
antihipertensivos a pacientes hipertensos causan esterilidad reversible en el hombre; se
piensa que esto se debe a un presunto bloqueo de canales de calcio dependientes de
voitaje que estarian presentes en el espermatozoide, sin embargo, esto no se ha
comprobado.

De lo presentado hasta aqui, las evidencias apuntan hacia la posibilidad de
encontrar canales de calcio dependientes del voltaje que pudieran intervenir en la
caécada de eventos que determinan a la RA inducida por ZP3 y/o por progesterona. Si
bien hay indicios claros que sugieren que durante jJa RA se activan canales de calcio
dependientes de voltaje y modulados por pH, en el ratdon y el bovino, ain no se ha
demostrado claramente la presencia de estos canales, particularmente en el
espermatozoide humano. Con el fin de aportar informacién que contribuya al

esclarecimiento de estas interaccicnes se establecieron los siguientes objetivos.
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ILOBJETIVOS

1. Determinar si el espermatozoide de humano esta provisto de canales de calcio

dependientes de voltaje y su posible implicacién en la reaccion acrosomal.

2. De cumplirse la condicién anterior, determinar afgunas caracteristicas del flujo de

calcio como su dependencia de voltaje, blogueo e inactivacion.

3. Investigar el efecto del pH intracelular en el incremento del calcio intracelutar
inducido por la despolarizacién de la membrana plasmaética y ‘el comportamiento

del mismo en condiciones despolarizantes.

ILMETODOLOGIA
REACTIVOS

Los colorantes fluorescentes: Yoduro de 3,3- dipropiltiodicarbocianina
(DISC3(5)); 2',7-bis(2-carboxietil-5-carboxifiuoresceina,acetoximetilester (BCECF-AM)
y fura-2 -AM se adquirieron de Molecular Probes. El solvente dimetil sulféxido (DMSO),
el percol, los iondforos (ionomicina, valinomicina, nigericina y A23187), los
bloqueadores (nifedipina y cloruro de niquel) y las sales utilizadas fueron de SIGMA
Chem. Co.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
1.AISLAMIENTO DE ESPERMATOZOIDES

Las muestras de los espermatozoides fueron donadas por hombres sanos de entre
18 y 25 afios de edad con 3 dias de abstinencia sexual como minimo. Las muestras
fueron sometidas a las pruebas de espermatobioscopia como se indica en el manual de

laboratorio de la OMS (Organizacién Mundial de la Salud, 1987} para su posterior
seleccion.

10
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PURIFICACION DE LOS ESPERMATOZOIDES
Las muestras de semen se procesaron individuaimente. La separacion fue

realizada mediante gradientes de percol que consistié en afiadir a un tubo conico 1 mililitro
de una solucion de percol al 75% preparado con HEPES 10 mM y NaCl 0.150 M a un pH
de 7.5, seguido de otro mililitro de percol al 50% con el mismo contenido de HEPES y
NaCl y al mismo pH. Encima del gradiente se puso uno o dos mililitros de la muestra de
semen previamente licuada durante 20 min a 37°C. Después se centrifugd a 2500 rpm
durante 20 min, a temperatura ambiente, al término del cual el sobrenadante, sélo la capa
superior que esta antes de la interface de los gradientes de percol, fue desechado. Para
liberar a los espermatozoides de cualquier traza de percol, se lavaron con Human Sperm
Medium (HSM) de composicién milimolar como sigue: NaCl 117, NaH,PO, 0.3, KCl 8.6,
CaCl, 2.5, MgCl, 0.49, NaHCQ3 25, glucosa 2, piruvato de sodio 0.25, lactato de sodio 19,
a pH de 7.5-7.6. Para los registros de fluorescencia se usé el mismo medio (Sudrez et al.
1986) modificado con 25mM de HEPES en lugar de NaHCO3 (H-HSMm) y sin piruvato de
sodio, ni lactato de sodio. Por dltimo se resuspendieron en 1 mi del misme medio y se
mantuvieron en un medio con 5 % de CO, y 95 % de aire a 37°C para dar paso a las

pruebas fluorométricas.

ESPERMATOBIOSCOPIA

Con esta prueba se examiné el estado de las muestras de semen y su contenido
espermético, que cuando fue normal, presentd un color blan06 grisdceo y se licud en
aproximadamente 20 a 60 minutos a temperatura ambiente después de lo cual se midié el
volumen total del eyaculado (2-4 ml).

La consistencia o viscosidad se determind observando la longitud del filamento (> 2
cm de longitud para muestras normales) al examinar con una varifla de vidric la muestra
ya licuada. El pH se midid en el transcurso de una hora a partir de que se obtuvo la
muestra, cuyos valores variaron entre 7.2 y 7.8.

Para evaluar la motilidad se examind, en un microscopio éptico a un aumento de
400x, una gota de espermatozoides purificados y se clasificaron bajo las siguientes
categorias: motilidad progresiva cuando el movimiento descrito fue lineal y hacia el frente;

erratica cuando fue con movimientos circulares; in sifu cuando no avanzan, e inmoviles.
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Se seleccionaron aquellas muestras con mas del 50% de motilidad progresiva y 25% in
situ.
La concentracion de espermatozoides fue medida por el método del hemocitometro

tomando una alicucta de semen fresco a un aumento de 400x en el microscopio optico.

En esta misma preparacion se evalué |a presencia de leucocitos u otro tipo de elementos
celulares. En las muestras usadas, éstos no excedieron de 1 milldn por ml en el semen.

La unién entte espermatozoides se denomina aglutinacién. Esta también se estimé
por observacion al microscopio Optico y se rechazaron las muestras con evidente grado
de aglutinacion.

Una ultima prueba, la de viabilidad, se realizé utilizando el método de tincion
supravital eosina-nigrosina 'y contando 100 espermatozoides diferenciando los vivos
(coloreados) de los muertos (no teﬁidos). Las tincicnes para el microscopio éptico se

hicieron can una gota de semen mezclada con 2 gotas de eosina al 1 % y treinta

segundos mas tarde 3 gotas de nigrosina al 10 % con lo que se hizo un frotis para .

determinar el porcentaje de viabilidad. Segin ta OMS (1987) aquellas muestras con 60 %

de viabilidad o0 mas se consideran normales.

2.MEDICIONES FLUOROMETRICAS

DETECCION SIMULTANEA DE {Ca®), ¥ POTENCIAL DE MEMERANA

Los espermatozoides (1-2 x10%) cargados con fura-2 (ver adelante) se afiadieron a
una celda con 2 ml de medio H-HSMm y 0.5 uM de colorante para potencial de
membrana DiSC3(5). Las células se mantuvieron bajo agitacion coﬁstante a 37°C. Las
mediciones de fluorescencia fueron hechas en el equipo de PTI (Photon Technology
International). Las longitudes de cnda de excitacion utilizadas para la radiometria’ {ver
adelante) de fura-2 fueron de 340/380 nm en el monocromador y sus emisiones fueron
rescatadas por un filtro para longidud de onda de 488 nm y detectada por un
fotomultiplicador PTI814. Las emisiones del DiSC3(5) fueron tomadas por el filtro de 670
nm tras la excitacidn del mismo por la lampara de haluro adicional con el filtro de 600 nm y

detectadas por el otro fotomultiplicador PTI810. La sefiales se digitalizaron con |a interface

* Bl término radiometria en este téxto se refiere a |a relacion entre las medidas de flugrescencia.
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del mismo equipo PTI a 1.2 Hz (figura 2). La duracion de los registros duales fue de 400

segundos para cada experimento.

MEDICION Y CALIBRACION DE [Ca®™),

Para la determinacion de la [Ca®), se tomaron 1-2x10° espermatozoides en un
volumen de iml y se incubaron con el colorante fura-2 AM 3 uM por espacio de una hora
a 37°C en 5 % de CO, y 95 % de aire, tiempo al cual se lavaron del exceso de colorante
por centrifugacion con H-HSMm durante 10min a 2000 rpm, el paquete con
aproximadamente 100-200 millones de espermatozoides fue resuspendido en 200 pl del
medio H-HSMm del cual se tomaron alicuotas de 20 pl que se llevaron a un volumen final
de 2 ml del mismo medio en la celdilla del aparato. El radio de fluorescencia de [Ca®], fue
obtenido por la relacién de las longitudes de onda de Excitacion antes mencionadas
{340/380 nm) dadas por el monocromador ajustado a 1.2 Hz y recogidas a una sola
longitud de onda de emision (488 nm). Los radios fueron calibrados de acuerdo a
Grynkiewicz et al. (1985) utilizando la ecuacion [Ca™], = Kd{R-Rmin)/{Rmax-R) (Ff380/
Fb380). Los valores de radiometria maxima (R max) y fluorescencia unida {(Fb380) fuero'n
obtenidas tras la saturacién de calcio intracelular por la adicion de 1uM de ionomicina y
fueron 6.54 y 2.28, respectivamente (Figura 3). La radiometria minima (Rmin) y la
fluorescencia libre (Ff380), es decir, la fluorescencia en ausencia de calcio, se
determinaron varios minutos después .de la adicién de 15 mM de EGTA (solucion stock a
pH 9 para evitar la acidificacién del medic H-HSMm). Estos valores fueron Rmin = 0.9 y Ff
= 8.9. La constante de disociacidn, Kd, para el calcio.fue de 224 nM tomada de
Grynkiewicz et al. (1985).

CALIBRACION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA

La seftal de potencial de membrana (Vi) se registr6 como cambio en la
fluorescencia (incremento © decremento) del colorante DiISC3(5), que se presenta por su
redistribucion entre los espacios interno y externo de la célula en respuesta al voltaje. Las
emisiones de fluorescencia se calibraron de acuerdo a lo reportado por Garcia Soto et al.
{1987} induciendo un potencial electroquimico con 1M de valinomicina (ionéforo de K*) a

diferentes concentraciones de K' en el medio extracelular. Los valores de fluorescencia



Sistema para medir simultaneamente calcio intracelular y potencial
dec membrana
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Figura 2.- Representacién esquematica del sistema de deteccion de
fluorescencia simultanea. Aqui se ilustra la posicién de! maonocromador con
respecto a le celdilla y a la fuente de xenén. La lampara adicional se encuentra
frente a la ventana de excitacion del monocromador y en angulo recto con
respecto a los filtros de emision. El sistema de agitacion se adaptd en la parte
inferior de la celdilla la cual cuenta con un termoestatizador incluido en el
equipo.
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Figura 3.- Ventanas de registro para la calibracién de la [Ca®]. Después de
afiadir los espermatozoides se adquieren las Iineas basales de [Ca®), lo mismo
en las emisiones a 340/380 nm de excitacién (parte superior) que para &l radio
(relacién) (parte inferior). La fluorescencia minima de calcio interno se determina
por quelacion de calcio con EGTA. Estos datos fueron aplicados (n=5) en la

férmula para la transformacion a nM de calcio (Grynkievicz et al. 1985).
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fueron adquiridos en un rango de concentraciones de K* extemo ([K'} ext.) de 2-68.6 mM
y aplicados en la ecuacion de Nermst para calcular el potencial electroquimico (Ek) para la
distribucion de K' a 37°C :

Ek= —61.54 mV log [K"]in/ [K'] ext.

La concentracion intema de K* ([K'Jin) fue de 120 mM; se obtuvo segin se describe
mas adelante.
Cabe sefialar que cuando la mitocondria esta funcionando de manera acoplada genera un
potencial negativo que puede detectar la clanina {(Garcia Soto et al. 1987). Al colapsar la
mitocondria con cianure ¢ iondforos de protones como el CCCP, ocurre un aumento en la
fluorescencia asociado precisamente a este colapso. En el espermatozoide humano,
encontramos que en la mayoria de los casos y en el lapso aproximado de dos horas de
incubacion con el CCCP (0.4 uM) y el cianuro (1mM) no afectaron la fluorescencia de la
cianina lo que indicé que el potencial mitocondrial fue cercanc a cero. Las sefiales de
calcio y potencial de membrana fueron calibradas una en presencia de la otra para mayor

precision de las medidas obtenidas en los registros simultaneos.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE POTASIO INTRACELULAR

La concentracién de potasio intracellular ([K'],) se calculd mediante el método del
"null point® (Babcock, 1983) con e! fin de aplicarla a la ecuacion de Nemst y poder
cuantificar el potencial de membrana. 1x10® espermatozoides fueron cargados con 3uM
del colorante para pH, BCECF-AM en un volumen de 1mi de H-HSMm durante cuarenta
. minutos a 37°C con 95% de aire y 5% de CO,. Las células fueron lavadas por
centrifugacién para liberaras de! exceso de colorante. Después 1-5x10° células se
adicionaron a la celda con 2 ml de medio compuesto por: 2.5 mM de CacCl,, 0.49 mM
MgCl,, 2 mM de glucosa y concentraciones de 100-230 mM de LiCl. La fuerza idnica se
mantuvo constante cuando al sustituir el KCI y e! NaCl por LIiCl se sumé un total de 130
mM. El pH fue amortiguado con una solucién de HEPES-Li 10 mM a 6.8-6.9 (pH al que se
encuentra el medio intracelular). El pH; se determind por radiometria de Excitacién; las
emisiones se recogieron con el filtro de 550 nm; las excitaciones fueron de 500 y la det
punto isosbéstico 439 nm. En estas condiciones un intercambio K* - H* fue inducido con 2

uM de nigericina. Cuando la concentracién de potasio interno fue mayor que el extemno, la
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nigericina sacé potasio y metio protones, acidificando. Contrariamente, cuando la
concentracién de potasic intemo fue menor que e externo, la nigericina metid potasio y
saco protdnes, alcalinizando el pH intemo. El punto en el cual no se detecto cambio en el
pH, {null point) cuando se puso la nigericina fue con una concentracidn de K* extemo de
120 mM (figura 6) lo que correspondit a la concentracion intema de K*. Estos resultados

coincidieron con los reportados por Babcoke (1983) para el espermatozoide de bovino.,

REGISTRO Y CALIBRACION DEL pH INTRACELULAR

Los registros simultaneos de pH, y Vm se obtuvieron de la misma manera que los
simultdneos de calcio y Vm sustituyendo a las células marcadas c¢on fura-2 por células
marcadas con BCECF a las excitaciones y emisiones comespondientes a las de pH,
descritas en el parrafo anterior. Las condiciones de cargado para BCECF-AM fueron las
mismas que para el fura-2-AM. La sefial de pH; se calibré comparando la fluorescencia de
BCECF y el pH del medio (modificado con HCI o NaOH) después de permeabilizar a las
células con Triton x-100 al 0.05 %, con lo que se obtuvo una curva que se aplicd para

transformar la fluorescencia a valores de pH (Figura 4).

3.INDUCCION Y DETERMINACION DE LA REACCION ACROSOMAL

Para determinar el porcentaje de espermatozoides reaccionados bajo condiciones
de despolarizacion de la membrana plasmética. Se dividio 1 ml de la muestra, ya
purificada, en 5 partes y se les aplicaron los siguientes tratamientos: ionéforo de Ca®™
A23187 (10 pM) como control positivo, 60 mM de KCI, valinomicina 1pM+60 mM de K,
solo valinomicina y 2 y! de DMSO como control negativo. Posteriormente se incubaron a
37°C, 5 % de CO, y 95 % aire durante 20 min (Tesarik et al. 1993) en H-HSM.

Después del tiempo de incubacion se lavaron por centrifugacion 2 veces a 2000
rpm durante 5 min con H-HSM libre de proteinas (Mendoza et al. 1992). Cada paquete de
células fue resuspendido en 100 ul del mismo medio. Los frotis para cada tratamiento se
hiciercn tomando una alicuota de las células resuspendidas en 100 ul de medio y se
dejaron secar al ambiente. Inmediatamente después fueron sumergidos durante 30

segundos en metanol absoluto para permeabilizar la membrana plasmatica.
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Figura 4.- Calibracion del pH, en H-HSMm con el marcador fluorescente de pH,

BCECF, La parte inferior muestra la curva transformada a valores de pH, que se

obtuvo de las fluorescencias a 550 nm, adquiridas exitando a 500 y 439 nm

(punto isoshéstico) {(grafica superior). Después de la lisis de las membranas de
los espermatozoides con Triton X-100 al 0.05%, se varié el pH con HCI o NaOH
y se determiné el pH de la muestra con un electrodo de pH.
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La tincion de los frotis, resguardados de la luz a temperatura ambiente, se hicieron
en el transcurso de los dias siguientes sin dejar pasar mas de 5°dias. 50 ug/ml de tectina
de Phisum sativurn marcados con fluoresceina (FICT), diluidos en PBS 1:10, fueron
afadidos directamente sobre el frotis y después de esparcirla uniformemente se dejé
incubar en una camara hiumeda durante 30 min. Concluido este tiempo, los frotis se
tavaron con agua destilada y una vez mas se dejaron secar al ambiente. El FICT se une a
glicoproteiﬁas de espermatozoides reaccionados por lo que es posible visualizar éstos por
epifluorescencia.

La evaluacidn de la reaccién acrosomal se realizd por microscopia de |
epifiuorescencia (Tesarik, et al. 1993) clasificando a 100 espermatozoides bajo los
siguientes patrones de fluorescencia:

A.-En mas de la mitad de |la cabeza del espermatoziode (acrosoma intacto)

B.-En casi todo el espermatozoide (espermatozoides muertos)

C.-Sin fluorescencia en el acrasoma (espermatozoides con RA)

D.-Fluorescencia parcial o limitada en el segmento ecuatorial (RA).
{(Mendoza, et al., 1992; Tesarik, et al., 1993).

4, ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados expresados en porcentaje de espermatozoides reaccionados fueron

* menor de 0.05.

\
\
\
1
!
comparados aplicando la prueba estadistica de Dunnett con un nivel de significancia (P} i
I
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IV.RESULTADOS

En los registros simultaneos de Vm y [Ca®); (figura 5) se puede apreciar que
cuando se afiadié 0.5 pM de DiSC3(5) al medio no se alter la sefial de lectura del calcio
intracelutar a 488 nm, de! mismo modo la adicidn de espermatozoides cargados con fura-2
no interfiié con la sefal registrada a 670 nm. Ambas sefiales respondieron
favorablemente a la adicibn de los espermatozoides, la fluorescencia del DISC3(5)
presentd un lento decremento dado por una lenta captacion electroforética de las que se
estabilizd en 3 min; este valor comesponde al potencial de reposo de la membrana
plasmatica. El valor del calcio intracelular detectado por la radiometria (ver metodologia)
fue, en este experimento, de 120 nM y se estabilizéd en 1 min. Tras la adicion de
valinomicina, los registros de potencial y calcio intraceluar se manifestaron como una
hiperpolarizacion en el primero (decremento en la fluorescencia del colorante) y como un
ligero incremento en el nivel basal de calcio intracelular en et segundo. La subsecuente
aplicacion de 60 mM de KCIl, causé un incremento transitorio en el calcio intracelular y una
despolarizacion de la membrana plasmética. Los registros separados de calcio intracelular
y Vm (no mostrados) fueron semejantes a los observados en el registro simultaneo; esto
indicd que el fura-2 y la cianina pueden usarse simultaneamente. Asimismo, la elevacion
de calcio y la despolarizadocidn inducida por potasio sugirié fuertemente la presencia de
un influjo de calcio dependiente del voltaje. En este sentido, decidimos caracterizar este
influjo de calcio mas detalladamente y determinar. su dependencia de voltaje, sus
caracteristicas farmacolégicas y su inactivacién.

DEPENDENCIA DEL VOLTAJE
Calibracién del registro fluorométrico del potencial de membrana.

Con el fin de determinar la dependencia del voltaje primero determinamos la
concentracion del potasio intracelular, necesaria para aplicar la ecuacién de Nemst (ver
Métodos). La figura 6 muestra los trazos comespondientes a la determinaciéon de K*
intracelular. El valor basal de pH, se mantuvo en 6.7 y el intercambio K*-H*, inducido por
nigericina a favor del gradiente quimico, se da en todos los trazos: acidificante por debajo

de 120 mM y alcalinizante por arriba de este valor. Con 120 mM de KCl en el medio no se
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Figura 5.- Registro simultdneo de Vm y [Ca®), en espermatozoides de humaho
no capasitados. En la parte superior se muestra la fluorescencia (Unidades
Arbitrarias} de 500 nM de DiSC3(5) a 600-670 nm (Ex-Em) adicionados a la
celdilla de fluorescencia con 2 ml de H-HSMm. En la parte inferior, la
concentracion de calcio intracelular (nM) obtenida a partir de la relacidn de
fluorescencia - para fura-2 a 488-340/380 nm (Em-Ex). Ambas curvas se
obtuvieron simultdneamente como se describe en la metodologia. Se afadieron
despues los espermatozoides cargados con fura-2, 1 uM de valinomicina y 60
mM de KCI como se indica.
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presentd ningan cambio lo que significa que no hay gradiente de K'. Esta concentracion
de KCI corresponde & la del "null point” e indica la concentracion de K' intemo del
espermatozoide (Babcock, 1983). Este dato fue tomado para estimar el Vm mediante la
aplicacién de la ecuacion de Nerst para el Ek.

Los valores de calibracién del potenciai membranal se tomaron como % de
fluorescencia vs. Ek. (figura 7). Los porcentajes de fluorescencia se determinaron a partir
de la diferencia entre la intensidad de la fluorescencia tras la adicién de las diferentes
concentracidnes de KCI (en presencia de valinomicina) y la fluorescencia obtenida con
valinomicina en medio H-HSMm (8.6 mM K") dividida entre esta ultima y multiplicada por
100. Se obtuvo una relacién lineal de —70 a -14 mV {con un coeficiente de correlacion o
r=0.997) con dos puntos a -81 y —109 mV que se salen de esta linea. La pendiente de la
linea recta corresponde a un cambio de 1.5 en el porcentaje de la fluorescencia por cada
mV concordante con lo reportado por ofros autores (Garcia Soto et al., 1987). Estos
valores indican que los alcances de este método permiten estimar semicuantitativamente
el valor del potencial de membrana de los espermatozoides de humano siempre que este.
punto esté incluido en la linea recta. Asl, el voltaje estimado para el Vm al reposo, que
corresponde a la flucrescencia antes de la adicion de valinomicina, fue de 40 + 16 mV
(n=T7).

La dependencia de voltaje del flujo de calcio se indagd suministrando diferentes
pulsos de voltaje con la adicion de 3.75, 7.5, 15, 30 y 60 mM de KCI a la celdilla con
células en medio H-HSMm un minuto después de hiperpolarizar a la membrana con 1 uM
de valinomicina. Estos registros simultdneos de calcio y potencial de membrana
demostraron que incluso la minima concentracién de KCl utilizada (3.75 mM) indujo un
ligero incremento en la [Ca®], que en la figura 8 corresponde a una elevacién de 40 nM
sobre el nivel basal. £l compartamiento del calcio intracelular en respuesta al cambio en el
Vm dado por las concentraciones de KCI mencionadas y confirmadas por el cambio

concomitante detectado por la cianina muestra un incremento gradual dependiente de

_voltaje {figura 8). Los datos del Ek en milivoltios fueron determinados a partir de los

valores tedricos para el Ek. Los pulsos de despolarizacién aplicados a la membrana

plasmatica para determinar la dependencia de voltaje fueron tomados considerando los
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Figura 7.- Transformacion de la intensidad de la fluorescencia a valores de
potencial de membrana en mV. La grafica corresponde a [a calibracién del Vm.
La pendiente indica el porcentaje de fluorescencia por cada mV de cambio en el
potencial de la membrana plasmatica (1.57) con una relacion lineal de -70 a -
13. Los cambios a -92 y —102 no caen dentro de esta relacion por lo que no se
tomaron como los limites inferiores del sistema de deteccidn. Cada punto
graficado junto con su etror estandar fue tomado de una n=7 (r=0.997).
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Figura 8.- Comportamiento de las curvas de calcio intracelular en retacién al
voltaje. Las concentracicnes {mM) de KCl indicadas se adicionaron 1 minuto
despues de ia valinomicina {1uM). Los Vm en mV a los que llega la membrana

con cada aplicacion aparecen al lado derecho de cada linea.
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valores incluidos en la relacion lineal de la curva de calibracion para Vm de la figura 7
(-14.9 a -60.7 mV).

La grafica de la figura 9 muestra que el porcentaje de incremento en la [Ca™].
obtenido por la diferencia en la [Ca®]; del nivel basal y el inducide por la despolarizacion
dividido entre el primero y multiplicado por 100, es dependiente del valor de Ek {(mV).
Despolarizaciones que llevan al Vm de =70 a ~14.9 mV provocan una elevacion transitoria
en el calcio intracelular de 104 * 22 % (n=5) con respecto al nivel basal de calcio
intracelular y va disminuyendo conforme disminuye el pulso de voltaje aplicado {en una
relacidn no lineal) hasta el ultimo punto adquirido con -60.7 mV de voltaje con un
porcentaje de respuesta de 11.34 £ 2.32 % (n=5).

Hasta aqui los resultados demuestran la existencia de una via de permeabilidad a
calcio que es activada por voltaje. Con el propésito de evaluar esta via de permeabilidad
bajo condiciones fisiolégicas se hicieron registros simultdneos de Vm y Ca” intracelular en
ausencia y presencia de valinomicina. El trazo representativo se presenta en la figura 10
donde se observa que la adicion de KCI 60 mM a potenciales de reposo de -40 £ 16 mV
llevan al Vm casi al mismo valor que con la adicién de la misma concentracién de KCI
después de una hiperpolarizacion a =70 mV con valinomicina (a y b respectivamente). A
pesar de ello, en los registros de calcio en esta figura, se manifiesta una clara diferencia
entre aquel trazo en el que la membrana se encontraba en un estado hiperpolarizado (b')
y en el que el Vi se encontraba en reposo (a'), pues, en el primero ia elevacion transitoria
en la [Ca®], fue 4 veces mayor que en el segundo en e} que el incremento fue casi
imperceptible. De este hecho se supone la necesidad que tiene la membrana de
encontrarse en un estado hiperpolarizado (al Ek en concentraciones normales de K*
externo} para que los canales de calcio dependientes de voltaje puedan ser activados.

Para averiguar si ef incremento en la [Ca®}, dependiente de voltaje presentaba
algln signo de inactivacion, se investigé la dependencia del flujo de calcio a diferentes
potenciales de reposo de la membrana que se consiguieron con la incubacién de las
células en la celdilla del fluorémetro con H-HSMm a diferentes concentraciones de KCI (2,

4, 8, 16 y 32 mM). Estos "prepulsos” de voltaje (Hille, 1992), con la ayuda de valinomicina,
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reaccion frente a la aplicacion de un pulso de vollaje. b y b*, los mismos datos
para mV y calcio pero moviendo con valinomicina el Vm al Ek (-70mV). Los

trazos se hicieron en condiciones de K* externo normales.
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lievaron a diferentes valores de reposo al Vm (figura 11) que tras la aplicacién de pulsos
de voltaje (adicionando la cantidad restante de KCI para liegar a 62 mM) elevaron al Ek
hasta ~17.6 mV. En la misma figura se puede reconocer una variacion en la [Ca®] en
funcion del potencial de reposo: a potenciales de reposo més negativos et calcio adquiere
la mayor elevaciéon en su concentracién y viceversa a potenciales de reposo menos
negativos las respuesta de calcio son menores. Esta relacién también esta graficamente
representada en la figura 12 donde los promedios de 5 registros del mismo tipo y sus
desviaciones estandar (ambos representados en % de decremento en el calcio) fueron
dependientes del Ek al reposo expresado en mV. Cabe mencionar que en la fluorescencia
del DISC(3)5 a valores de potencial membranal de reposo entre ~109, -84 y —706 mV no
existe una clara diferencia (24 y 8 mM de K’ en el medio respectivamente) lo que
concuerda con lo reportado en la curva de calibracion del Vm como resultado de una falta
de linearidad en el % de fluorescencia a valores de Vm {an negativos (-109 y -94 mV).
Pese a esta limitacién técnica, se pudo indagar acerca de un posible estado de
inactivacion de los canales de calcio dependientes de voltaje, ya que los puntos de la
grafica marcan una tendencia a disminuir conforme el Vm de reposo se hace mas positivo.
Asl tenemos que, prepulsos a -109, =94 y =70 mV de Vm en el reposo provocan
respuestas, en el calcio de 100-80 % de incremento. Mientras que potenciales de reposo
de -53 y —35.3.incrementan la concentracion de calcio intracelular en un 60 y 40 %

respectivamente.

CARACTERIZACION FARMACOLOGICA

Con el objeto de averiguar algunas caracteristicas farmacoldgicas del influjo de calcio
dependiente de voltaje, se observd su comportamiento frente a dos bloqueadores de los
canales de calcio, el niquel y la nifedipina. Para ello las células fueron incubadas COI:I 50,
200 6 600 pM de NiCi, en el medio 1 minuto antes de adicionar la valinomicina para
después inducir el flujo de calcio por 60 mM de KCl. Bajo estas condiciones se
manifestaron bloqueos parciales con 50 y 200 pM (64+16.9 % n= 5} y bloqueos casi
totales con 600 uM (831+14.7 % n=5). El ejemplo‘de cinco trazos esta representado en la

figura 13 A. En contraste, el tratamiento con nifedipina no produje blogueo de la respuesta
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figura 11.- Inactivacién dependiente de potenciales de reposo despolarizados.
Ek mas negativos dan el incremento maximo de la figura (2 y 4 mM de K°) con
la misma intensidad. A partir de Ek a -53.8mV (16 mM de K) comienza a
disminuir la respuesta hasta llegar al valor mas bajo de calcio (36 %) registrado
a Ek de reposo de -35.3 mV (32 mM de K'). En todos los casos el pulso de
voltaje llevé al Vm a —17.2 mV.
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de calcio frente al pulso de voltaje aplicado aun cuando la concentracion utilizada fue
bastante alta (50 pM) (Hockberger et al.,1994; Herrington et al., 1992) y la incubacién se
flevd a cabo en obscuridad cinco minutos antes de iniciar el registro. Dado que la afinidad
de los receptores de la membrana plasmatica a las dihidropiridinas es afectada tanto por
el pH extemo como por Vm de reposo hiperpolarizado (Hifle,1992), ademas de que en
espermatozoide de bovino bajo condiciones de preincubacién a pH 6.5 se inhibi6, con
nifedipina entre otros, el incremento en el calcio intracelular inducido por
despolarizaciones a pH 8.5 (Babckoc y Pfeifer, 1987); se hicieron aqui otros experimentos
aplicando nifedipina a espermatozoides preincubados con HSMm a pH 6.5 (amortiguado

con 10 mM de PIPES en lugar de HEPES) y nifedipina 50 pM o a Vm de reposo de -30

mV. En estos trazos tampoco se detecté descenso en la respuesta del calcio intracelular
(figura 13 By C}.

INACTIVACION

Otra manera de estudiar 1a inactivacion de! flujo de calcio dependiente del voltaje
fue el someter a los espermatozoides a despolarizaciones con KCl en la celdilla con H-
HSMm sin calcio suplementado con 0.5 mM de EGTA (H-HSMmOCa®), y a diferentes
tiempo o voltajes restaurar la concentracion extema de calcio. Asi fue posible determinar
cuanto tiempo permanece abierta la via de permeabilidad. El valor de! Vm al reposo que
se alcanzé (=70 mV) en H-HSMmOCa® fue cercano al Ek (fijado con valinomicina). Dicho
valor de Vm coincide con una disminucién de la concentracion basal de calcio intracelular
que a diferencia del trazo control no registra ligeros aumentos tras la aplicacion de
valinemicina {figura 14). Esto indica que en medio con calcio, el aumento ligero de calcio
que induce la valinomicina proviene del calcio extracelular.

Posteriormente se obtuvo {a flucrescencia del calcio y Vm, en registro simultaneo,
con voltajes fijos a ~70.4 mV y pulsos de voltaje a —-53.7, -30.3 y —14.9 mV con
valinomicina 1 minuto antes que KCl en la cuveta de registro con H-HSMmOCa®. La
adicion de 2.5 mM de CaCl, {concentracién que corresponde al H-HSM normal} 60
segundos después de la despolarizacion reflejan el mismo perfil gue el de las curvas de
dependencia de voltaje (figura 15 A). En otros experimentos hechos también en H-

HSMmOCa?® la concentracion de calcio intracelular estimulada por desopolarizacion con
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Figura 13.- Efecto de bloqueadores de los canales de calcio dependientes de
voltaje. A} Incubacién de los espermatozoides con 50 (b), 200 (¢) y 600 pM (d)
de Ni¥* en comparacion con el control (a). B) Preincubacién durante 5 minutos
con 50 uM de nifedipina {nife} en la celdilla con espermatozoides a pH 6.5. C)
La misma concentracion de nifediping a Vm de reposo de -30 mV. La
_incubacién con nifedipina se hizo en la misma celdilla de fluorescencia en

obscuridad.
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KCI {con valinomicina 1 minuto antes) permanece igual después de afadir 2.5 mM de
CaCl, 10 y 60 segundos después del KCi (80 mM) y decae en los siguientes tiempos
evaluados (figura 15 B). Este comportamiento admite que la via de permeabilidad al Ca®
permanece abierta hasta 60 segundos después de haber sido estimulada. Los trazos que
se presentan en la figura 15 son representativo de 5 experimentos mas. Estos registros
muestran que la via de permeabilidad a calcio se abre conforme el potencial alcanza
valores menos negativos con los pulsos de voltaje suministrados, es decir una diferencia
de voltaje mayor entre el Vm de reposo y el pulso aplicado permiten la activacion de
canales de calcio dependientes de voltaje que permanecen abiertos durante un minuto

aun en ausencia de calcio extracelular.

EFECTO DEL pH

Otras posibilidades fuercn exploradas incluyendo variables como el pH,. En primer
lugar se hicieron registros de pH, y Vm también en registro simultaneo en le equipo de PTI
(ver metodologia). Previo a esto, se realizé la calibracién del pH, en el fluorémetro y sus
resultados se encuentran representados en la figura 4. Aqui se puede ver como la
intensidad de la flucrescencia llega a un nivel basal al adicionar los espermatozoides
cargados con BCECF-AM a la cuveta con 500 nM de DiSC3(5) y H-HSMm. La radiometria
de excitacion {ver métodos), se mantiene en un valor constante de fluorescencia
(unidades arbitrarias) hasta que se colapsa a las células con 0.05 % de Tritdn para
promover la liberacion del colorante y detectar entonces el pH correspondiente al medio
(7.8). Las variaciones del pH de este medio (con HCi o con NaOH) permitieron conocer,
por extrapolacion, el pH, de los espermatozoides de humano que en promedio alcanz6 un
valor de 6.72 + 0.05 de un total de 5 experimentos.

Una vez calibrado el pH; se investigd el efecto de una despolarizacion semejante a
la que provoca et influjo de calcio con 60 mM de KCI 1 minuto después de agregar 1uM de
valinomicina en medicion simultanea. Los expermentos se desarrollaron sin mayores
dificultades bajo las circunstancias explicadas en la metodologia. Este monitoreo mostrd
que la despolarizacion ademéas de la activacion de canales de calcio dependientes de

voltaje también provoca una ligera alcalinizacion de! medio intracelular de 0.1 unidades de
pH (figura 16). '
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Figura 14.- Efecto de la valinomicina (1uM) vy la subsecuente adicion de K* (60
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en medio con

y sin calcio (H-HSMmOCa* + 0.5 mM de EGTA).
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Figura 15.- Efecto de la despolarizacion en el calcio intracelular de
espermatozoides de humano no capacitados incubados en ausencia de calcio.
Los registros simultaneos se hicieron en H-HSMm sin calcio + 0.5 mM de EGTA
(H-HSMmOCa?). A) Los diferentes Vm en mV indicades a cada lado de las
curvas {con adiciones de las concentraciones de KCI indicadas un minuto
después de la valinomicina 1 pM)} (parte superior) y su efecto en la
concentracién de calcio intracelutar adicionando 2.5 mM de calcio un minuto
después del KC! {parte inferior}). B) Concentracion de calcio intracelular que se
obtuvo con 2.5 mM de CaCl, afiadido 1 minuto después de valinomicina 1 uM
en espermatozoides no despolarizados con KCl e incubados en H-HSMmQCa®
{a). Valores de calcio intracelular que se alcanzaron tras la adicion de CaCl, {60
mM} 10 (b), 60 (c), 90 (d), 120 (e), 180 (f) y 240 (g) segundos después de

valinomicina (val} y KCI.
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En otros experimentos se indago el efecto del pH, en el calcio intracelular y el Vm
en registro simuitaneo tratando a los espermatozoides con NH,Cl, 10 mM, 60 mM KCl ¢
60 mM KCH10 mM NH,Cl,, 1 minuto después de la valinomicina en la celdilla con H-
HSMm. Los resultados de este tratamiento revelaron que la alcatinizacion del medio con
NH,? requiere de una despolarizacién adjunta para elevar la [Ca®]. Esta elevacion fue 92
+ 41% (n=5) mayor que la obtenida solo con 60 mM de KCI. La sola adicion de NH.*
produce un minimo incremento en la [Ca®].. El ejemplo de estos experimentos se muestra
en la figura 17. Con esto se pudo asumir un papel det pH, al aumentar la concentracion de!

caicio intracelular en el espermatozoide de humano no capacitado.

EFECTO DEL VOLTAJE EN LA RA

Por daltimo, ta RA fue disparada en espermatozoides de humano no capacitados,
por una despolarizacion de la membrana plasmatica con K' para determinar un posible
papel de los canales de calcio dependientes de voltaje en los procesos de la RA. Aungue
estos resultados no brindan datos contundentes acerca de la activacidén de los canales de
calcio dependientes de voltaje en condiciones fisiolgicas, si se puede establecer que no
es necesario elevar el pH extracelular para obtener una diferencia entre el porcentaje de
espermatozoides con acrosoma reaccionado por los diferentes tratamientos. Asi tenemos
que para aquellos espermatozoides incubados con valinomicina y DMSO {ver método) se
detectd un porcentaje de 53 £ 4 y 43 = 1, respectivamente, de espermatozoides
reaccionados que analizados estadisticamente (p<0.05) no son significativamente
diferentes, mientras que los espermatozoides reaccionados por A23187 (90.6 £ 2 %), por
valinomicina+KCl (77 + 11 %) y por KCI (68 £ 12) son significativamente diferentes del
control con DMSO. El % de espermatozoides reaccionados fue ligeramente mayor en
espermatozoides tratados con valinomicina+KCl. Con éstos resultados se presume que el
flujo de calcio estudiado estimuld a la reaccién acrosomal en los espermatozoides de

humano no capacitados. En la figura 18 se muestra una gréfica con estos resultados.
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v.DISCUSION

Uno de los aspectos revisados en este trabajo fue el efecto del potencial de
membrana sobre el calcio intracelular de los espermatozoides de humano por meétodos
fluorométricos, ya que su forma y tamafio dificultan su monitoreo por medios
electrofisiolégicos. Gracias a las adaptaciones que se le hicieron al equipo aqui empleado
estos efectos pudieron relacionarse de una manera mas directa y rapida que si se
hubieran empleado sistemas de medicién simples.

Dado que las longitudes de onda tanto de excitacion como de emisién bajo las
cuales reacciona el fura-2 son menores (340/380 Ex. y 488 Em.) que las utilizadas para el
colorante de potencial de membrana DiSC3(5) (670 Ex. y 600 Em.), los espectros de
fluorescencia simultdneos no registraron sefial de interferencia cuando el pico de
respuesta para cada fluordforo aparecid, o cual aprueba la posibilidad de utilizarlos af
unisono para medir mas de 1 evento fisiolégico en el mismo sistema. Con esto y bajo las
condiciones adecuadas de concentracién tanto de espermatozoides como de colorantes
{(ver resultados), se observé que las sefiales simultaneas de flucrescencia obedecen a un
patrén normal comparable con mediciones individuales (resultado no mostrado). Estas
seflales simultineas registraron cambios frente a estimulos como modificaciones del
voltaje de la membrana plasmatica. Los cambios que comresponden a una
hiperpolarizacion inducida por valinomicina indican que el potencial de reposo de la
membrana se mantiene en un valor menos negativo {en condiciones no capacitantes) que
el EX de los espermatozoides y que esta hiperpolarizacién promueve un ligero incremento
en la [Ca”). La espiga de calcio impulsada por la despolarizacion con K, después de la
permeabilizacion de la membrana con valinomicina, alcanza su pico maximo a los 25
segundos y se sostiene ligeramente arriba del nivel basal normal. La comrrespondencia
observada entre la despolarizacion y la espiga de calcio muestra un fiujo de calcio
dependiente de voltaje que .eleva la concentracidn de calcio intracelular del
espermatozoide de humano. Para determinar el cambio de voltaje en mV al cual se induce
el influjo, se calibré el Vm. De esta calibracion, el rango (-70 a —15 mV} que guarda una

proporcion directa con la fluorescencia marco los limites bajo los cuales se realizd el
trabajo.
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Entre las caracteristicas del flujo de calcio dependiente de voltaje, el incremento
gradual de la concentracion de calcio intracelular registrd su nivel minimo con
despolarizaciones de 9 mV y llegd al punto maximo estudiado con 55 mV a partir de un Ek
de —70 mV. La relacién encontrada entre el porcentaje de incremento de la [Ca®], con
respecto a la despolarizacion revela una dependencia de voltaje del flujo que se activa
con ligeras despolarizaciones. La dependencia de voltaje de los canales de calcio se ve
afectada por el potencial de membrana en reposo, ya que en los experimentos realizados
en condiciones fisioldgicas (sin valinomicina) donde el potencial de reposc es en promedio
30 mV menos negativo que el EK, pulsos de voltaje que llevan al Vm a —15mV inducen
una respuesta en la [Ca®), mucho menor que la observada cuando el potencial de
membrana se encuentra a —=70mV (Ek en condiciones normales de K* externo) con un
pulso de voltaje de la misma intensidad. Esto hablaria de un posible estado de
inactivacion de los canales al cual se encuentra la membrana plasmatica (—40mV) y de
una caracteristica de los canales, cuya dependencia de voltaje concuerda con lo
reportado para espermatocitos de raton, donde corrientes de calcio a través de un canal
de calcio dependiente de voltaje tipo T muestra un umbral de activacién desde -60mV en
adelante ¢on un pico maximo a —20mV a partir de un potencial de membrana de —80 mV
(Arnoutlt et al., 1996a; Liévano et al., 1998).

En concordangia con lo anterior, los experimentos de inactivacidn de canales de
calcio muestran una tendencia a disminuir la concentracién en el incremento del calcio
intracelular conforme el potencial de reposo alcanza valores méas positivos (figura 12). Asl
tenemos que,' potenciales de reposo de -70mV y mas negativos registran las maximas
respuestas de calcio mientras que a valores de —53 y —35mV la respuesta de calcic cae
hasta un 35 % en el Gltimo punto registrado comparable con el 27 % de incremento
reportado para valores de potencial de membrana de -40mV en el reposo. Con esto
podria inferirse que los canales de calcio efectivamente se encuentran en un estado de
inactivacién que es removido por potenciales de membrana menores al del reposo bajo
condiciones no capacitantes.

Otra caracteristica del flujo es que sélo concentraciones de 600 uM del blequeador

Ni** inhiben casi |a totalidad de la respuesta de calcio mientras que con 50 pM se da una
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respuesta 50 % menor con respecto al control. Este bloqueador se ha reportado como
selectivo de canales de calcio tipo T (Hille, 1992) que, ademas, a concentraciones de 50
uM, inhibe la reaccién acrosomal inducida por ZP3 en espermatozoides de mamifero y ia
corriente de calcio en los espermatocitos (Amoult et al., _19963; Liévano et al.,, 1996}. Sin
embargo, el bloqueo de los mismos canales tipo T por antagonistas de los canales de
calcio tipo L como nifedipina (Liévano et al., 1996) no se presentd en los espermatozoides
de humano (ver figura 13) lo cual indica que el flujo de calcio dependiente del voltaje
descrite en esta tesis no corresponde al canal de calcio tipo T descrito en espermatocitos
de ratén. En concordancia con esto, cabe destacar que, contrario a lo especificado para
los canales de calcio tipo T en los que la inactivacion aparece en milisegundos (5-10) en
experimentos de electrofisiologia (Bean, 1989; Hille, 1992), no parece haber inactivacion
del flujo de calcio dependiente de voltaje, pues, como se observé a despolarizaciones de
-30 y -15 mV , inmediatamente después del pulso de voltaje, el incremento de calcio
permanece durante segundos. Ademas, en los experimentos en los que se restablecié el
calcio del medio después de una despolarizacién, a los mismos valores que los de los
experimentos de dependencia de voltaje, el perfil fue similar, es decir, con el voltaje fijo (-
704 mV), la aplicacion de un voltaje a —53.7 mV activa al sistema de calcio
paulatinamente hasta —15 mV y permanece abierta durante 1 minuto aun en ausencia de
calcio, cabe sefialar que a —70.4 mV la sola adicién de calcio jncrementa la concentracién
de calcio intracelular de 100 a 150 nM; este fendmeno se debe a una captacion basal de
calcio debido a los mecanismos de transporte encargados de mantener una homeostasis -
de calcio en el reposo.

La determinacién de la inactivacion con respecto al tiempo presenté dificultades .
con el método de la figura 15 A en este estudio. En primer lugar ta determinacion de la
inactivacion de los canales se hace por medio del analisis de las corrientes después de la
aplicacién de un pulso de voltaje, por corriente eléctrica, que no interrumpe el registro,
mientras que en esta metodologia solo se analizan incrementos en concentraciones del
calcio intracelular donde determinar la existencia de un paso del orden de milisegundos
requiere de mayor destreza. La razén es que e! tiempo desde que se adicionan los

reactivos, momento en el cual se detiene el sistema de medicién, hasta que se le da
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seguimiento al registro pasan de 3-5 segundos tiempo al cual la inactivacién de los
canales tipo T ha concluide dejando cculta una cinética de incremento, previa a la
registrada (si existiera), que comesponderia a una elevacioén transitoria dependiente de
calcio. Sin embargo, en la figura 15 B, el decaimiento en el calcio intracelular que
comienza después de 60 seqgundos y finaliza a los 2 minutos sugiere que estos presuntos
canales de calcio dependientes de voltaje tiene una lenta inactivacién. Al respecto,
Hockberger y Nam {1984) han réportado, en neuronas en desarrollo, una inactivacion
lenta de los canales de calcio activados por voltajes altos cuya corriente también es
insensible a nifedipina. Otra posibilidad seria la existencia de dos tipos de permeabilidad

al calcio cuyas respuestas se encuentren scbrelapadas y relacionadas directa o

-indirectamente.

En diécrepancia con lo anterior, la existencia de canales de calcio dependientes de
voltaje tipo T en espermatocitos de ratén ha sido el dnico tipo de canal funcional
reportado en células de este tipo cuyas caracteristicas son; se inactiva en milisegundos,
responde a la aplicacion de voltajes bajos y es bloqueado por nifedipina y Ni¥*. Estas
diferencias son un ejemplo de la diversidad que podria encontrarse de tipo de célula a
tipo de célula o de especie a especie.

En otro contexto, el efecto bloqueante de la RA por nifedipina ha propiciado que se
le atribuya un papel en el desamollo de esterilidad, pues se ha informado que hombres
con ese tipo de problema han sido tratados con farmacos que incluyen esa sustancia
{Benoff, 1994). En este trabajo se pone en duda este razonamiento puesto que en los
experimentos aqui realizados no se observa un verdadero efecto blogueante de la
nffedipina; asimismo, hay que tomar en cuenta que los espermatozoides todavia tienen
que sufrir cambios en el paso de espermatocitos a espermatozoides, en el proceso de
maduracién y en el de capacitacion. Ademas, como no esta especificado este papel, la
posibilidad de que la nifedipina tenga o no efectos directos anticonceptivos a través de los
canales de calcio queda incierta. Es importante resaltar que aun cuando la nifedipina no
bloquea el influjo de calcio dependiente del voltaje descrito en este trabajo, existen
reportes de que este blogueador inhibe la RA inducida por K* en condiciones alcalinas en

el espermatozoide humano. Hershlag et al. (1995}, han encontrado que la nifedipina
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altera la composicién de la membrana plasmatica de manera que ligandos a manosa,
importantes para la RA, disminuyen su exposicion. Esto podria explicar porque la
nifedipina inhibe la RA por una via que no involucra canales de calcio dependientes del
voltaje.

Previas investigaciones han propuesto la existencia de un influjo de calcio no
dependiente de voltaje que podria contribuir con las sefiales de transduccion durante la
RA. En este estudio se determind una elevacién de la concentracién de calcio intracelular
potenciada por una alcalinizacién del medio intracelular sélo en presencia de una
despolarizacidon de la membrana plasmaética (figura 17). Observaciones similares se han
dado en espermatozoides de erizo de mar donde la alcalinizacién del pH intracelular con
NH,CI, dispara una permeabilidad en el calcio intracelular y puede ser activada por la
capa gelatinosa que recubre a los ovocitos del erizo (Garcia-Soto, et al., 1987). La misma
condicion de incremento del calcio intracelular ha sido reportada antes por Babckoc et al.
{1987} para espermatozoides de camero y por Branadelli et al. (1996) en la induccion de
la RA en espermatozoide humano. El efecto potenciador que ejerce la alcalinizacion del
medio intracelular determinado por despolarizacién podria deberse a una estimulacion de
los mismos canales de calcio, aqui detectados, aunque no se excluye la posibilidad de
que se active otra via de permeabilidad a calcio independiente de estos canales de calcio
dependientes de voltaje que, tal vez, foorme parte de la cascada de eventos en la
exocitosis del acrosoma. Desafortunadamente, el acople entre la despolarizacion y el
incremento del pH, no se ha esclarecido a pesar de que se han identificado mecanismos
de regulacion de! pH; dependientes de CI, Na* y HCO3" durante la capacitacion que
pudrian jugar un papel activo (Zeng, et al., 1996). Igualmente, en base a experimentos
hechos con microscopia de epifluorescencia e indicadores de pH y calcio, se tienen
indicios de la existencia de un efiujo de protones durante la RA en el espermatozoide de |
ratdén inducida por fa ZP3 (Lee y Storey, 1989; Storey et al., 1992). Con fundamento en
nuestros experimentos, en los que se detecté una elevacion del pH, como resultado de la
despolarizacién de la membrana plasmatica, podriamos decir que al menos una parte de

ese eflujo podria deberse a la despolarizacion de la membrana plasmatica provocada por
ia ZP3 al espermatozoide de mamifero.

48



4

A diferencia de lo reportado por Brandelli et al. (1996) en el espermatozoide
humano, en que la RA inducida por K* requiere una elevacion del pH externo, en nuestros
resultados no se requirid elevar el pH externo ya que 60 mM de KCI por si mismo produjo
una alta reaccion acrosomal que fue mayor cuando se hiperpolarizéd previamente con
valinomicina. La disparidad entre estos resuitados y los reportados pudiera explicarse con
el hecho de que a diferencia de nuestros experimentos, en los publicados el potasio se
elevd manteniendo la fuerza idnica constante. En nuestras condiciones, hemos
observado una tendencia a la hiperpolarizacién en espermatozoides capacitados que, de
acuerdo a las propiedades del flujo de calcio dependiente del voltaje descrito en esta
tesis, removeria la inactivacién de modo que una despolarizacién deberla abrir mas
canales y elevar la concentracidbn de calcio con una consecuente mayor RA, La
valinomicina favoreceria aun méas este proceso, como lo sugiere el ligero incremento en la
RA cuando este iondforo se pone antes que el potasio. En los experimentos hechos par
Brandelli {1996) se despolarizd con potasio reemplazado por sodio para mantener la
fuerza i6nica constante. Quiza la baja en la concentracién de sodio podria alterar cierto
proceso que de algan modo impidiera la hiperpolarizacién y que, de algan otro modo, a su

vez se revirtiera con la elevacion del pH externo. Estas posibilidades deben investigarse.

g o



VL.CONCLUSIONES

Los registros simultaneos de calcio y potencial de membrana con los colorantes
utilizados y con las adaptaciones metodoldgicas especificadas son factibles. Por ello se
pueden proponer como una alternativa para el estudio de las propiedades de transporte
ibnico de las células en suspensién como los espermatozoides cuya forma y tamafio
limitan su estudio por métodos electrofisiologicos.

En este trabajo se investigé la existencia de canales de calcio en el espermatozoide
de humano no capacitado por métodos fluorométricos. Este sistema de influjo de calcio
dependiente de voliaje redine las siguientes caracteristicas: 1) activacién en un rango de
voltajes {rango estudiado) de —60.7 a -15 mV gque permanece durante 1 minuto, 2)
inactivacion por voltaje, 3) bloqueo por niquel pero no por nifedipina, 4) estimulacion por
una alcatinizacion dei pH intracelular,

Estas caracteristicas no corresponden a los canales de calcio tipo T, L o N/P, por lo
que probablemente el influjo de calcio se deba a un nueve tipo de canal de calcio no
descrito hasta ahora en la literatura.

La RA es ligeramente mayor en los espermatozoides de humano no capacitados
que se estimularon por un pulso de voltaje después de una hiperpdlan'zacién. De este
trabajo de tesis se desprende la necesidad de estudiar la relevancia fisioldgica de este
sistema de transporte de calcio, tanto durante la capacitacibn como en los mecanismos de
disparo de la RA con progesterona o la ZP.
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