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ABREVIATURAS

1. ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxiribonucleico

AMPc: Trifosfato de adenosina ciclico

CaClz: Cloruro de calcio

DiSC3(5): Yoduro de 3,3’-diipropiltiocarbocianina

DMSO: Dimetilsulfoxido

EGTA: Etilenglicol-bis(B-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-tetra-acetato
fagor: Fluorescencia excitada a 380 libre de sodio

fzson: Fluorescencia excitada a 380 unida a sodio

fasor: Fluorescencia excitada a 340 libre de sodio

faaon: Fluorescencia excitada a 340 unida a sodio

HEPES: N-(2-hidroxietil)piperizina-N’-(acido 2-etanosulfénico)
H-HSM: Medio de Hepes para espermatozoide humano

Hz: Hertz

MI-HSM: Medio intracelular para espermatozoide humano

n: Namero de experimentos

KCI: Cloruro de potasio

Kd: Constante de disociacion

Mg2Cl: Cloruro de magnesio

mm: Milimetros

mM: Milimolar

ml: Mililitros



ABREVIATURAS

ABREVIATLURAS

ul: Microlitros

um:  Micrémetros

uM:  Micromolar

mV: Milivolts

NaCl: Cloruro de sodio

NaH2PO4: Fosfato acido de sodio

Nai: Sodio intracelular

nM: Nanomolar

nm: nanémetros

NaOH: Hidroxido de sodio

PTI: Photon Technology International

Percoll: Silica recubierta de polivinilpirrolidona coloidal
RA: Reaccion acrosomal

rmp: Revoluciones por minuto

SBFI-AM: Acetoximetil éster de isoftalato de benzofurano
SBFI-Na: Isoftalato de benzofurano unido a sodio

SOC: Canales de calcio operados por vaciamiento de posas internas
TRIZMA: Tris(hidroximetil)Jaminometano

ZP3: Glicoproteina de la zona pelucida 3



RESUMEN

2. RESUMEN

En el laboratorio de Biomembranas del Departamento de Farmacologia de la
Facultad de Medicina de la UNAM se llevo a cabo el estudio de la deteccion y
calibracion del contenido de sodio intracelular en el espermatozoide humano
utilizando la técnica de fluorescencia, durante el periodo comprendido entre
Febrero del 2005 a Septiembre del 2005. La determinacion de la concentracion
de sodio intracelular es importante ya que este cation desempefa un papel
determinante en la funcion celular. En este sentido, se ha observado que el
espermatozoide presenta una despolarizaciéon dependiente de sodio cuando se
quita el calcio del medio externo, fendmeno que puede indicar la presencia de
canales de calcio que permiten el paso de sodio. En el presente estudio
investigamos, en muestras de espermatozoides de seis donadores sanos de 20
a 35 afnos de edad, si la despolarizacion dependiente de sodio se acompafa de
incremento en el sodio interno. Para ello, se monté una técnica para medir el
sodio intracelular con un indicador fluorescente. La concentracién de sodio
intracelular se ha detectado con el indicador fluorescente SBFI tanto en
espermatozoides de humano como en espermatozoides de erizo de mar. En
esos estudios se han hecho curvas de calibracion sin considerar el valor de la
Kd del SBFI por el sodio ni estimar el rango de saturacion. Este procedimiento
sesga en cierta medida los valores del contenido de sodio detectados con SBFI.
En la presente tesis, hemos deducido ecuaciones y gréaficas (tipo Michaelis-

Menten, Lineweaver-Burk y Hanes) que nos permiten ademas de detectar el
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sodio intracelular en el espermatozoide humano, calibrar con mayor exactitud
la sefial de SBFI obtenida en espermatozoides humanos. Con este andlisis
encontramos una constante de disociacién de SBFI para el sodio intracelular
de 15.29 + 2.87 mM (n=4, * error estandar), que es un valor cercano a el
obtenido con otros sistemas. El valor de sodio intracelular en el reposo en el
“medio intracelular” (medio preparado con alto contenido de potasio y bajo de
sodio y sin calcio, parecido al medio intracelular) estuvo muy cerca del limite
de deteccion de SBFI por lo que estimamos que fue < 1 mM, y se mantuvo asi
en el rango de 0.55 a 100.55 mM de sodio, indicando una baja permeabilidad
a sodio en esta condicién. En medio normal (medio externo con alto contenido
de sodio, bajo de potasio y calcio en el rango milimolar), la concentracion
obtenida de sodio intracelular en el reposo fue 6.57 + 0.77 mM (n=4, £ error
estandar). En medio normal la disminucion abrupta de calcio extracelular con
EGTA, de 2.5 mM a 129 nM, produjo una lenta entrada de sodio que alcanz6
valores de 16.97 + 5.4 mM (n=4, = error estadndar) en dos minutos. La
reposicion de calcio al medio externo detuvo el incremento y produjo una muy
lenta recuperacion sin llegar a los niveles de reposo. En medio con bajo sodio
la remocion de calcio con EGTA no produjo influjo de sodio. Estos resultados
indicaron que la despolarizacion dependiente de sodio producida por remocion
del calcio externo se acompafa de un incremento en el sodio intracelular en el
espermatozoide humano y explicaria porque se activa una bomba

sodio/potasio cuando se repone el calcio al medio.
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3. INTRODUCCION

Un evento fundamental en la perpetuacion y evolucion de las especies es la
reproduccion sexual, acontecimiento que permite el intercambio de
informacion genética entre los organismos, dandoles una mayor adaptacion a
su medio y una disminucion en la probabilidad de acumular mutaciones
genéticas nocivas. La mayor parte de los organismos se reproducen
sexualmente a traves de la fusion de los gametos provenientes del macho y de
la hembra, el espermatozoide y el Ovulo respectivamente. Los gametos se
generan por meiosis, un proceso de divisién celular que va acompafado de
una reduccion a la mitad de la cantidad del material genético de una célula
diploide dando lugar a cuatro células haploides. Este proceso se llama

ovogénesis en el caso del femenino y espermatogénesis en el masculino.

Los espermatozoides presentan una forma hidrodindmica caracteristica, que
consiste en tres piezas: cabeza, cuello y flagelo, y que le permiten desplazarse
por el tracto genital de la hembra hasta llegar a las trompas de Falopio, donde
se encuentra con el évulo. Antes de llevar a cabo la fecundacion se orquestan
fendmenos que inician, por un lado, con la liberacién del 6vulo y su viaje a
traves del oviducto y por otro lado con el viaje que emprende el espermatozoide
eyaculado hasta alcanzar a su destinatario. Los espermatozoides presentan
cambios bioquimicos y de permeabilidad i6onica que modulan el contenido de

calcio intracelular y que son fundamentales para que el espermatozoide pueda
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fecundar. Entre las funciones del espermatozoide moduladas por el calcio

destacan la movilidad flagelar, la capacitacion y la reaccion acrosomal.

En la presente tesis se plantea examinar algunas propiedades de transporte
ionico que traen como resultado cambios en el contenido de sodio intracelular
en el espermatozoide humano, y para ello se establece un método
fluorométrico que permite detectar y cuantificar el sodio en dicha célula. Este
planteamiento parte de una observacion de la existencia de un canal i6nico de
calcio no dependiente de voltaje, el cual es posible que contribuya de manera
significativamente, como un mecanismo de entrada, al establecimiento del
calcio intracelular en el reposo en el espermatozoide humano, y que tiene que
ver con la regulacion de la entrada y salida de iones tanto de sodio como de
calcio. Mas adelante se indica porque se considera importante el medir el
sodio intracelular y como este estudio tiene que ver con la regulacion del calcio

intracelular del espermatozoide.
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4. FUNDAMENTACION TEORICA

4.1 Funcidn del aparato reproductor masculino

El aparato reproductor masculino es un grupo de érganos gue intervienen en
la formacién, conduccién y expulsion de los gametos masculinos
(espermatozoides), participando de ésta manera en el proceso de reproduccion.
Desde el momento en que el varon llega a la pubertad, el organismo produce
espermatozoides a partir de las células madre que se encuentran en los
tabulos seminiferos de los testiculos, estos se almacenan y maduran en el
epididimo, saliendo de los testiculos por los conductos deferentes. Durante su
camino hacia la uretra los espermatozoides recorren el conducto deferente y se
mezclan con el contenido de las vesiculas seminales, de la préstata y de las
Glandulas de Cowper, formando asi el semen. Estas glandulas segregan
sustancias que nutren y estimulan el movimiento de los espermatozoides

(1,2,3).
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Figura 1. Estructura del aparato reproductor masculino. FUENTE: Fox S. Fisiologia

Humana.

La espermatogénesis, comienza cuando las células germinales de los tubulos
seminiferos se multiplican, formandose las llamadas espermatogonias, estas
aumentan de tamafo y se transforman en espermatocitos primarios,
produciéndose la primera meiosis, que da lugar a dos espermatocitos
secundarios, y éstos, tras otra division celular, producen dos espermatidas
cada uno. Las cuatro células resultantes son haploides, estas espermétidas se
convierten en espermatozoides. Para ello, se reduce el citoplasma, el ndcleo se

alarga y queda en la cabeza, las mitocondrias se colocan en el cuelloy los
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centriolos originan un flagelo, constituyendo asi esta forma reproductiva, del

hombre (1,2,3).

“ ESPERMATOGOMIA,

], MADLURACIGN

ESPERMATOCITO PRIMARIO

MEIDSES |

ESPERMATOCITO SECUNOARID

MEIDSIS 1l

é ESPERMATIOES

I OIFERENCIACION

w

ESPERMATOLOIDES MADURDS

Figura 2. Proceso de Espermatogénesis_ FUENTE: Fox S. Fisiologia Humana.2003
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4.2 Estructura y funcién del espermatozoide humano

El espermatozoide de mamifero esta compuesto de dos regiones principales: la
cabeza y el flagelo, que se encuentran unidas entre si por una pieza
intermedia. La cabeza del espermatozoide humano es oval y mide ~ 5 um de

largo, ~ 3 um de ancho y ~1,5 pum de espesor.

flagelo

Figura 3. Esquema de la estructura de un espermatozoide maduro humano Fuente :

www.bioatividades.hpg.ig.com

La cabeza estd ocupada en su gran mayoria por el ndcleo, que contiene el

ADN, donde reside la informacién genética paterna y ademas contiene el

10
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acrosoma y residuos de algunas estructuras citoplasmaticas. El acrosoma se
encuentra en la parte intermedia de la cabeza sobre el ndcleo, rodeado por
una membrana y se distribuye en forma de capucha sobre el nucleo; en su
interior se encuentran las enzimas hidroliticas encargadas de la degradacion
de la zona peldcida que rodea al ovocito. La zona intermedia (ver figura 3) es la
parte del flagelo que conecta con la cabeza y contiene a las mitocondrias. El
flagelo contiene en toda su extension al axonema, estructura responsable del
movimiento flagelar, formado por un conjunto de pequefios tubos
longitudinales 0 microtdbulos que se agrupan de a pares o dobletes y se
distribuyen en un doblete central y nueve dobletes periféricos. La estructura,
ademas de contener la zona intermedia, se divide en dos partes: la pieza
principal del flagelo de ~ 45 pm de largo sustituida por una vaina fibrosa y la
pieza terminal de ~ 2 um de largo, es la porcion final del flagelo y carece de
vaina fibrosa y fibras densas. El espermatozoide en su totalidad esta cubierto

por la membrana plasmatica que contiene un citoplasma escaso.

Evidentemente, el espermatozoide es una célula con alto grado de
especializacion que ha reducido la mayoria de los componentes de una célula
tipica, estando su mayor volumen ocupado por el nudcleo (donde se encuentra

el material genético). Practicamente al resto de las estructuras clasicas de las

11
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demas ceélulas como son los ribosomas (no presenta sintesis de proteinas) y el
reticulo endoplasmico, no estan presentes. Este grado de especializacion le
confiere la capacidad de desarrollar las siguientes tareas basicas, necesarias

para una fecundacion exitosa:

1.- Desplazarse, para lo cual desarrolla el largo flagelo, que con
movimientos en forma de latigazo permiten al espermatozoide nadar a traves
del tracto genital de la hembra hasta tomar contacto con el 6vulo (4). En el
tracto genital femenino, el espermatozoide adquiere una movilidad
hiperactivada, esencial para la fecundacion ya que la requiere para
encontrarse con el 6vulo (5,6). La hiperactivacion se observa in vitro como una
movilidad vigorosa y asimétrica y requiere de la presencia de -calcio
extracelular. En un medio viscoso como lo es el del fluido folicular que rodea
al 6vulo, el movimiento asimétrico se tornaria rectilineo y muy rapido, propicio

para alcanzar la zona peltcida del 6vulo.

2.- “Atacar” al oOvulo. Para ello el espermatozoide debe de unirse
especificamente a la estructura que rodea al ovulo, la zona pelldcida,

atravesarla y fusionarse con la membrana. Para ello el espermatozoide debe

12
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de cumplir con dos procesos, ademas de la hiperactivacién de la motilidad,

esto es: la capacitacion y la exocitosis del acrosoma o reaccion acrosomal (RA).

Capacitacion. La capacitacion es un proceso de activacion que dura algunas
horas y se lleva a cabo en el Utero o en las trompas de Falopio (7), o “in vitro”
en medios que contengan calcio, albumina y bicarbonato. En este proceso se
presentan una serie de cambios bioquimicos complejos entre los que destacan
la produccion de AMPc y la activacion de proteina cinasas A y tirosina cinasas,
también se presenta una ligera alcalinizacion y un aumento en el calcio
intracelular en reposo (8,9,10). El espermatozoide capacitado,
operacionalmente, se define como aquel capaz de fecundar, y por extension,
por su capacidad de responder a la ZP3, una glicoproteina de la zona pelucida

del 6vulo, induciendo la reaccion acrosomal (4,5,6).

Reaccidén acrosomal. Esta reaccion la induce fisiolégicamente, la ZP3, en el
momento en el que el espermatozoide capacitado entra en contacto con esta
estructura del ovocito. La reaccion acrosomal es un proceso de exocitosis,
producto de la fusién de la membrana externa del acrosoma con la membrana

plasmatica del espermatozoide, que trae como consecuencia la liberacion de

13
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enzimas liticas que permiten al espermatozoide penetrar a través de la zona
pelticida del 6vulo, y al mismo tiempo exponer la membrana interna. Este
paso es necesario para la fusién del segmento ecuatorial del espermatozoide y

de la membrana plasmaética del 6vulo (5).

4.3 Funcioén celular del sodio

Los canales i6nicos son elementos claves en el diadlogo entre el espermatozoide
y su medio ambiente. La presencia y distribucion de canales ionicos de calcio,
sodio, potasio o cloro son fundamentales para entender las bases moleculares
de funciones bésicas del espermatozoide como son la movilidad, la

capacitacion o la exocitosis del acrosoma

Las células utilizan el gradiente de sodio, generado por la actividad de la
bomba ATPasa Na, K. El gradiente es empleado por las células de acuerdo a su
funcion. Por ejemplo, en las células excitables, el potencial de accion se
dispara por una corriente de sodio activada por el voltaje. El influjo de sodio
produce despolarizaciéon durante el potencial de accion. A este respecto, es
interesante notar que los espermatozoides estan provistos de canales iénicos,

incluidos un canal de sodio dependiente de voltaje (11), que producirian

14
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potenciales de accion. Asimismo, el gradiente de sodio sirve en virtualmente
todo tipo de célula como fuerza impulsora en el transporte de metabolitos, por
ejemplo el transportador de glucosa, que cotransporta glucosa utilizando el

gradiente de sodio. Otro importante efecto regulador del gradiente de sodio es

la regulacion del pH intracelular, a través del intercambiador Na/H. La
activacion de este sistema es fundamental en la activacion de espermatozoides
de invertebrados marinos (12) y se ha postulado que interviene en la

regulacion del pH en el espermatozoide de mamifero (13).

El sodio tiene un importante papel regulador en el balance hidrico de los
organismos, por ejemplo, en las células epiteliales de los tubulos de la
nefrona, la recaptura de sodio regula la eliminacion de agua por 0smosis y

mantiene el equilibrio hidrico.

4.4 Papel del calcio en la funcion del espermatozoide

humano.

Es de destacar el requerimiento de calcio en las funciones descritas arriba. De
hecho, la hiperactivacion, la capacitacion y la RA requieren de la presencia de

calcio en el medio externo y se acompafan de aumentos en el calcio

15
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intracelular (14,15). Estos cambios son de mayor interés en el campo, porque
constituyen un mecanismo central para desentrafar las bases moleculares
gue intervienen en las funciones especiales que permiten al espermatozoide
fecundar. Consecuentemente, los sistemas de transporte de calcio en el
espermatozoide son blancos farmacolégicos potenciales en el control de la

fecundacion.

Hasta ahora los estudios sobre la regulacion del contenido de -calcio
intracelular del espermatozoide se han enfocado a los sistemas de entrada de
calcio, principalmente en el mecanismo de la RA. Por ejemplo, existen
evidencias que indican que el disparo de la RA requiere de la activacion
secuencial de canales de calcio dependientes de voltaje y de canales de calcio
operados por vaciamiento de pozas internas (SOC, de “store operated
channel”) que eleva el calcio intracelular transitoriamente. Por otra parte, no
se ha dado atencién a los sistemas que establecen el contenido de calcio
intracelular en el reposo, que es esencial para la viabilidad celular y
particularmente en el espermatozoide para que se capacite. Cabe recordar que
durante la capacitacion el calcio intracelular en el reposo tiende a elevarse,

fendbmeno que puede ser esencial para este proceso (14,15).

16
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Los mecanismos de entrada de calcio que dan lugar a el establecimiento del
calcio intracelular en el reposo, de unos 100-200 nM en el espermatozoide (y
en virtualmente todas las células) es un fendmeno poco estudiado en cualquier
tipo celular. En contraste, los sistemas de extrusion de calcio del citoplasma si
han sido ampliamente estudiados y lo constituyen basicamente la ATPasa de
calcio tanto membranal como la de almacenes internos, y el intercambiador
Na/Ca membranal que intervendria especialmente a concentraciones calcio
subitamente elevadas (16). Lo que no esta claro es cudl es el sistema o
sistemas de entrada de calcio que contribuirian a establecer los niveles de

calcio intracelular en el reposo.

4.5 Regulacion de la concentracion de calcio intracelular en

el reposo en el espermatozoide humano.

Se ha observado que cuando el espermatozoide de raton y humano (las
especies estudiadas) se incuban en medios preparados sin calcio el potencial
de membrana se despolariza (17,18). En espermatozoides de ratén el

fendbmeno es reversible, esto es, que la adicion de calcio al medio sin calcio,

17
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produce una hiperpolarizaciéon en el potencial de membrana (19), esto supuso

gue el potencial de membrana era regulado por el calcio intracelular.

Dentro del laboratorio se ha estudiado este fendmeno en el espermatozoide
humano con mayor profundidad. Utilizando un sistema de deteccién
simultanea de potencial de membrana y calcio intracelular en poblaciones de
células se encontr6 que la despolarizacion inducida por remocién de calcio del
medio con 3 mM de EGTA, que reduce el calcio de 2.5 mM a ~ 129 nM
produce una despolarizacion de ~ 50 mV (medida en poblaciones de
espermatozoides con el detector oOptico DiSC3(5)) y que esta va siempre
acompafada de una reduccién del calcio intracelular en el reposo.
Experimentos en los que se substituy6 el sodio por la colina, un cation no
permeable, demostraron que la despolarizacién se debe a un influjo de sodio.
Este influjo resultd tener una secuencia de permeabilidad de Li > Na, con no
permeacion de tetrametil amonio, un catién monovalente voluminoso. A pesar
de la estrecha relacion entre la despolarizacion dependiente de sodio y la
disminucién del calcio intracelular, se encontré que el influjo de sodio no era
controlado por el calcio interno y, por eliminacion de esta posibilidad, se

dedujo que el sitio de control de calcio era por el lado externo de la membrana
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y con una constante de disociacion en el rango nM - pM (20). En conjunto el
fendmeno es consistente con la hipotesis de que existe un canal de calcio en la
membrana plasmatica responsable de establecer el calcio intracelular en el
reposo, como mecanismo de entrada del catién. El canal tendria un sitio de
union a calcio por el lado externo que le conferiria selectividad a calcio.
Cuando se remueve el calcio, el canal cambiaria su selectividad, dejando pasar
sodio y produciendo la despolarizacion. En esta circunstancia, la falta del
mecanismo de entrada de calcio revelaria el mecanismo de extrusién que se
manifiesta por una disminucién, en segundos, del calcio intracelular, producto
de la actividad de la Ca-ATPasa, hasta el punto de llevar el contenido de calcio
a unidades o decenas de nanomolar (cercano al contenido de calcio

extracelular).

La readicion de calcio al medio produce un influjo de calcio que lleva el calcio
intracelular a recuperar nuevamente los valores de reposo indicando que el
presunto canal recobrd su selectividad a calcio. Esta recuperacion se observa
como un pico de calcio por arriba de los niveles de reposo seguido de una
disminucién a estos niveles basales. Esta recuperacién se presentaria por la
reactivacion de la Ca-ATPasa. Concomitantemente, la despolarizacion se

detiene y se produce una hiperpolarizacion, que se bloquea por ouabaina o por
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la ausencia de potasio en el medio. Estas condiciones inhiben la actividad de
la bomba electrégena Na,K-ATPasa por lo que se ha sugerido que la sola
actividad de la bomba produce hiperpolarizacion (19,20). La interpretacion

mecanistica de estos fendmenos se modela en la figura 4 y 5.

Calcio externo libre129nM 290 nM  8.0uM 250uM

400 3mM

- EGTA 0.25mM
3001 \ 025mM 0.25 mm €29
200t Cad  Caq \

100
Estado intermedio?

A\—

Restitucion de la via de
Permeabilidad a calcio y
Activacion de ATPasa Na, K

Anulacion de la
via de
permeabilidad
acalcioy
conversién ala
via de sodio

Membrane potential, mV  {aaM
o

Sistemas de extraccion
de calcio (Ca-ATPasa)

Figura 4. Efecto de la remocién de calcio y la subsecuente readicion de calcio sobre el
potencial de membrana (grafico de abajo) y sobre el calcio intracelular (grafico de

arriba). Se indica la interpretacion mecanistica del fenémeno.
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Vm-40 mV
[Ca] 200 nM

Vm+5mV
[Ca] 50 nM

Figura 5. Esquema del Modelo hipotético del efecto de la remocion de calcio con EGTA

y su subsecuente restauracion en el espermatozoide humano.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

5.1 Despolarizacion dependiente de sodio por remocion de
calcio externo en el espermatozoide. Papel del contenido de sodio

intracelular en el proceso

La despolarizacion inducida por la remocion de calcio externo en principio se
asocia a transferencias minimas de carga (21) que no debieran afectar el
contenido de sodio durante la despolarizacion de 50 mV producido por un
influjo electrogénico de sodio inducido por la remocion de calcio. Sin embargo,
es importante recalcar que el volumen citoplasmético en el espermatozoide es
extremadamente reducido, por lo que las transferencias de carga pueden
afectar la concentracion de sodio. La hipdtesis que se plantea arriba implica
gue para que se active la ATPasa Na - K, la cual produce una
hiperpolarizacion inducida por la restauracion del calcio, es necesario que se
presente una acumulacion de sodio en el citoplasma durante la
despolarizacién dependiente de sodio previamente inducida por la remocion de
calcio. Un aumento en el sodio intracelular estimularia la ATPasa Na,K
produciendo hiperpolarizacion, que se detectaria cuando el potencial de

membrana deja de depender de la conductancia a sodio.
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En este sentido, consideramos importante para la hipotesis de este proyecto
medir el sodio intracelular producido durante la despolarizacion inducida por
remocion de calcio del medio con el EGTA. Por lo tanto, se propone establecer
un método de determinacion de sodio intracelular con el indicador
fluorescente SBFI (22,23,24) en espermatozoides humanos. Este método ya
ha sido utilizado para medir el sodio intracelular en espermatozoides humanos
Yy Su respuesta a progesterona (24), sin embargo en este estudio se toman
valores de curvas de calibracion aparentemente lineales sin tomar en cuenta
en que rango de concentraciones se satura la sefial y el valor de la Kd SBFI-
Na. En este sentido, consideramos que hace falta un estudio formal en el que
se determinen con precision razonable los valores de Kd de SBFI para el sodio
en el espermatozoide humano. En la presente tesis, desarrollamos la
metodologia para detectar sodio por fluorescencia y el analisis matematico

para su medicion lo mas exacta posible.
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6. OBJETIVOS

Q:> Montar una técnica de medicion y calibracidén de sodio intracelular (Na;)

mediante el uso de sondas fluorescentes, determinar el valor de Kd del

complejo SBFI-Na en espermatozoides humanos.

Q:> Determinar si la despolarizacién dependiente de sodio inducida por

remocién de calcio extracelular aumenta el sodio intracelular en

espermatozoides humanos.

24



HIPOTESIS

7. HIPOTESIS

1. La sefal fluorescente de SBFI intracelular en el espermatozoide
humano graficada en funcion de la concentracion de sodio interno, presentara
una curva hiperbdlica susceptible de ser analizada en curvas linearizadas de

Lineweaver-Burk y Hanes.

2. La despolarizacion dependiente de sodio inducida por remocion
del calcio externo produce incrementos en el contenido de sodio intracelular
detectables con el colorante Optico para sodio (SBFI). La subsecuente
reposicion de calcio produciria un decremento en el sodio intracelular a nivel

basal.
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8.1 DISENO DE INVESTIGACION

8.1 Poblacién de estudio

Seis donadores sanos de 20 a 35 anos de edad.

8.2 Criterios de

8.2.1 Inclusidén

Seleccion de muestras de semen que cumplan con las siguientes

caracteristicas:

Donadores de 20 — 35 anos de edad

Color blanco grisaceo

Tiempo de licuefaccion de 20-60 minutos a temperatura ambiente
Volumen de > 3 ml.

pH de 7.2-7.8

Movilidad y viabilidad > 60 %

Ausencia de aglutinacion

Concentracion de leucocitos no mayor a 106/ml

Contenido de espermatozoides > 8 x 10¢/eyaculado
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8.2.2 Exclusion

Donadores menores de 18 anos y mayores de 35 anos
Donadores con alguna infeccion u otra enfermedad
Concentracion de espermatozoides < 8 x 10¢/eyaculado
Volumen < 3 ml

pH<72y>7.8

Movilidad y viabilidad < 60 %

Presencia de aglutinacion

Concentracion de leucocitos mayor a 106/ml

8.3 Variables

- Contenido de calcio y sodio en el medio de registro
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8.4 Material

Reactivos

Especificacion

Agua desionizada

Percoll al 75y 50%, pH 7.4
(SBFI) Disuelto en dimetilsulfoxido
Gramicidina Disuelto en dimetilsulfoxido

Acido plurénico

0.06% en H-HSM

NaCl
(EGTA) Disuelto en NaOH 2.5M con un pH 7.6
Equipo Especificacion

Espectrofluorometro (PTI)

Filtro de corte 500 nm
Balanza analitica
Potenciometro calibrado
Pipetas 1ml, 200ul, 20ul
Probeta Limpias y de vidrio (50 ml)

Vasos de precipitado

Limpios y de vidrio (100ml)

Centrifuga
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Medios Especificacion
De la siguiente composicion (mM): 117.5
NaCl, 8.6 KCl, 2.5 CaClz, 0.3 NaH2POsu,
(H-HSM) 0.49 MgClz, 0.3 piruvato de sodio, 19

lactato de sodio, 2 glucosa, y 25 HEPES-

Na (pH 7.6 amortiguado con HEPES)

Medio de colina bajo en

sodio

con la siguiente composicion: (mM)117.5
Cloruro de colina, 8.6 KC1, 2.5 CaCl,, 0.3
NaH,PO4, 0.49 MgCly, 0.3 piruvato de
soido, 19 lactato de sodio, 2 glucosa, y 25
HEPES-Na (pH 7.6 amortiguado con

HEPES)

Medio intracelular

de la siguiente composicion (mM): 120
KCl, 2.5 CaCl,, 0.49 MgCl», 2 glucosa (pH

7.6 amortiguado con TRIZMA)
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9. METODOLOGIA

9.1 Composicion de los medios y reactivos: Se
utilizaron principalmente dos medios, el H-HSM (de “Hepes buffered-human
sperm medium”) que contiene en mili molar lo siguiente: NaCl 117.5, KC1 8.6,
CaCl 2.5, MgCl, 0.49, NaH,PO4 0.3, gluocosa 2, Na-piruvato 0.25, Na-lactato
25 y HEPES 25, pH 7.6 ajustado con NaOH. El medio MI-HSM (“medio
intracelular”) contuvo, en mili molar: KCI 120, KHyPO4 0.3, MgCl, 0.49,
glucosa 2, pH 7.6 mantenido con 10 mM de TRIZMA base. El compuesto
fluorescente SBFI — AM y acido pluronico F-127 se obtuvieron de Molecular
Probes. Los reactivos utilizados para la composicion del medio H-HSM, el MI-
HSM y el Percoll para la obtencion de espermatozoides fueron de SIGMA o

Merck.

9.2. Obtencion de muestras: Las muestras de semen se
obtuvieron de seis donadores sanos de entre 20-35 anos de edad. Los criterios
de seleccion de las muestras se realizaron de acuerdo al manual de la

Organizacion Mundial de la Salud (25), mediante espermatobioscopias.
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La espermatobioscopia es un examen clinico del semen en su conjunto, en
donde se analiza tanto el liquido seminal asi como la produccion de
espermatozoides y la funcion de las glandulas sexuales. Este analisis consta

de varios pasos, los cuales se dividen en:

1. Aspecto fisicoquimico; donde se determina:
& Tiempo de licuefaccion
& Aspecto del semen
& Volumen
& Coagulo
& Turbidez
& Viscosidad
& PH
2. Analisis microscopico, donde se determina:

& Movilidad

& Viabilidad

& Densidad
& Cuenta total
& Aglutinacion
3. Analisis morfologico, donde se determina:
& Formas normales
& Defectos de: cabeza, flagelo, pieza intermedia, células inmaduras.
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Ademas se realiza un estudio de los sedimentos del semen como son:

leucocitos, eritrocitos y células epiteliales.

Si el conteo es muy bajo o muy alto existe la posibilidad de se menos fértil. E1
porcentaje de espermatozoides normales tiene también un efecto en la
fertilidad. La acidez del semen y la presencia de leucocitos sugieren una
infeccion y ademas ejercen en cierta medida efecto en la infertilidad (26,27,28).
Es notorio que la realizacion de la prueba de espermatobioscopia nos presenta
si existe algan problema en la produccion o calidad de los espermatozoides
como una causa de infertilidad. Para este estudio solo se seleccionaron las
muestras que cumplieron con las siguientes caracteristicas de normalidad:
color de semen blanco grisaceo, tiempo de licuefaccion de 20 — 60 minutos a
temperatura ambiente, volumen de > 3 ml, pH de 7.2 - 7.8, movilidad y
viabilidad > al 60%, ausencia de aglutinacion. En cuanto al namero de células,
solo se seleccionaron donadores con un contenido de células mayor a 100

millones por eyaculado.
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9.3 Purificacion de los espermatozoides: Las muestras
de semen se incubaron a 37 ° C para reducir su viscosidad. Posteriormente se
sometieron a gradientes isotonicos de densidad discontinuos de Percoll (29),
formado por 1 ml de Percoll al 75% en el fondo de un tubo coénico de
centrifuga y sobre este 1ml de Percoll al 50%, ambas soluciones amortiguadas
a pH 7.4 con HEPES 10 mM y con osmolaridad mantenida con NaCl 150 mM;
se coloco el semen y se centrifugd a 3500 rpm durante 20 minutos. El
material por encima del Percoll a 75% (que contienen leucocitos y células
espermatogénicas) fue eliminado y se recuperd la pastilla del fondo, que
contiene espermatozoides en alto grado de pureza y movilidad. Esta fraccion
se lavo por centrifugacion a 3500 rpm durante 5 minutos en medio H-HSM.
Las células se resuspendieron en 1 ml de este medio e inmediatamente

después se cargaron con SBFI.

9.4 Carga de los espermatozoides con el detector de
sodio SBFI. Las células purificadas (~ 100 millones) se cargaron con 25 pM
del derivado acetoximetil éster de SBFI-AM por 90 minutos a 37 ° C en
presencia del agente detergenoide dispersante acido plurénico (0.6 %).Este
derivado es permeable a las células y en este tiempo de incubacion se

incorporan al citoplasma, y ahi las esterasas separan el acetoximetilo,
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haciendo al colorante sensible al sodio (figura 3). Las células se lavaron por
centrifugacion en medio H-HSM, se resuspendieron en 25 ml del mismo medio
a 36 °C. La union al sodio cambia las propiedades espectroscopicas del SBFI
de manera que la fluorescencia detectada a 500 nm aumenta ligeramente
cuando se excita a 340 nm y disminuye notablemente cuando se excita a 380

nm. La relacion de estas fluorescencias se utilizo para la calibracion de la

senal.
(o] (=]
n i +
CHSCOCHzoc Na

esteraras

Figura. 6. Estructura molecular del SBFI-AM y SBFI unido a sodio. El SBFI-AM tiene la
propiedad de entrar al interior de las células, donde por la actividad de las esterasas es
transformado a SBFI con cargas negativas aportadas a por sus grupos carboxilicos, lo cual
le permite quelar al sodio y aumentar y disminuir su fluorescencia al ser excitada a 340 y

380 nm, respectivamente (31).
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La medicion de la fluorescencia de SBFI en células cargadas se realiz6 en un
espectrofluréometro PTI (“Photon Technology International”) (ver figura 6). Este
equipo esta formado por una caja protegida de la entrada de luz, a excepcion de
cuatro aperturas, dos para la excitacion de la muestra y dos para colectar la
fluorescencia emitida y en el centro contiene un portacelda con agitacion

magnética constante y temperatura regulable a través de un bano de incubacion.

En nuestro caso Unicamente se utilizé una ventana de emision y una ventana de
doble excitacion, que provee el monocromador de excitacion del equipo y su fuente

de irradiacion de Xenon.

monocromador

Fuente de
e poder

I’MT]

~ /
. 1D Aﬂtros
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adicional

‘ computadora s

Figura 7. Esquema del Sistema de deteccion de fluorescencia utilizado en el presente
trabajo.
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9.5 Medicion de fluorescencia en espermatozoides. Se
tomo6 ~ 2.5 ml de las células cargadas y se centrifugaron a 2500 rpm. El pellet de
células (~ 20 millones) se anadié a la celda fluorescente que contenia 2.5 ml del
medio, bajo agitacion magnética continua y termostatizada a 36 °C. Se detecto la
fluorescencia con un filtro de interferencia optica a valores > 490 nm, excitada
alternadamente a 340 y 380 nm y la relacion 340/380 con una frecuencia de 0.85
Hz. Se prefiri6 usar un filtro de interferencia Optica sobre un filtro de
determinada longitud de onda para optimizar la lectura de fluorescencia, que es
de una intensidad mas bien débil. Después de 3 minutos de estabilizacion de la

senal se anadieron los aditivos apropiados.

9.6 Calibracion de la senal de sodio: La transformacion
de los valores de fluorescencia en contenido de sodio obtenidos de los registros, en
mili molar, parte de las siguientes consideraciones. El complejo SBFI-Na se

disocia en la forma libre mas el sodio de la siguiente manera:

SBFI-Na <«—=> SBFI + Na'

De la forma libre y unida a sodio del fluoréforo SBFI se obtiene el valor de Kd, el
cual es igual al producto de la concentracion de SBFI y de sodio sobre la

concentracion del complejo SBFI-Na, de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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[SBFI] [Na]
[SBFI—Na] ...... ( 1 )

Kd =

Esta expresion se encuentra establecida en funcién de las fracciones de los

compuestos libres (SBFI y sodio) y unidos (SBFI-Na), como se muestra en la figura

8.

libre

unida

Kd

Figura 8. Grafica que representa los valores de fluorescencia del fluoréforo libre y unido
en funcién del logaritmo de la concentracion de Na, fmin es la fluorescencia minima donde
no hay sodio unido a SBFI y fmax es la fluorescencia maxima donde se presenta una
saturacién de SBFI por el sodio. La Kd es el valor de Na en la que el contenido de SBFI-Na

y de SBFI son exactamente iguales.
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Tomando como base la grafica de la figura 8 es posible convertir la ecuacion

anterior en términos de fluorescencia:

f - fmin
Na = Kd fmax - f ... (2

Donde:

f — fmin es el valor del complejo SBFI-Na
fmax — f es el valor del fluoroforo SBFI

Para determinar el valor de sodio con dos fluorescencias, a 340 nm y 380 nm, es
necesario tomar en cuenta la fluorescencia emitida a estas longitudes de onda.
Asimismo, se toma en cuenta que la fluorescencia a 340 y la fluorescencia a 380
estan en funcion de la concentracion del fluoroforo. Ademas, la fluorescencia total
a 340 y a 380, es igual a la suma de la fluorescencia unida a sodio (fl,) mas la

fluorescencia libre de sodio (fly), con lo que:

f340= Car fa40c T Cop * fa40b. ... .. (3)
fi80= Car " fas0¢ + Cop * f3s0b. - - - - (4)
En donde:

Cyqe s la concentracion de SBFI libre

Cyp, €s la concentracion de SBFI unido a sodio
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f340¢ €S la fluorescencia de SBFI libre excitado a 340 nm
f350r €8 la fluorescencia de SBFI excitado a 380 nm

f3401 €s la fluorescencia SBFI unido a sodio excitado a 340 nm

f350, €S la fluorescencia SBFI unido a sodio excitado a 380 nm

Para obtener el valor de la relacion 340/380 nm se dividen los valores de las
fluorescencias a 340 nm entre las obtenidas a 380 nm como sigue a continuacion:

f340 Car T340+ Cap " 3400

fas0 Cor f3g0t+ Cop “ f3g0o oo (4)

Dado que SBFI = Cqr y SBFI-Na = Cm, la ecuacion 2 se puede expresar asi:

Kd : Cﬂb
Cqr = SBFI = T Na e (5)

y se substituye Cqr de la ecuacion (5) en la Cqr de la ecuacion (4), se obtiene lo

siguiente:

Kd - C
f340 _ Tﬂh_ " fas0r * Cap ~ fza0p )
f . o« o
280 Kd - Cqn . f3s0r * Cap * 3500
Na

Acomodando la ecuacion en términos semejantes:

f340 _ Cap(Kd/Na - fa40r + f3401)

faso  Cmp(Kd/Na - fig0; + f3501)
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f340 rKd . f +f B Kd - f340r +f
fas0 LNa 3gof © 1380b ~ Na 340b

Al dividir la ecuacion (7) entre fzgor

R - Kd/Na + 380b Kd - Rmin _ _!340p
f380¢ Na fagoc
donde,
R f340
f
f350
. f3401
Rmin = —f380f

Si dividimos la ecuacion (8) entre fzsor Se obtiene:

_R-Kd ., _R _ _Kd-Rmin , Rmax

Na - f3501 f380f Na - f350p f380f
donde,
f340b
Rmax = T
380Db

Reacomodando los términos de la ecuacion obtenemos:

_R-Kd _Kd-Rmin _ Rmax . _R

Na - f350p Na - f350p f380¢ f380¢

METODOLOGIA
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Kd . 1
———— (R-Rmin) = —X— (Rmax-R
Na - f3501 fas0f ( X )
(Rmax - R) —N& fason _ x4 (R - Rmin)

f380f

De la ecuacion anterior despejamos [Na] se obtiene la ecuacion de Grynkievicz:

[Na] = Kd [ Kd (R - Rmin)] fsgor (9)

(Rmax - R) f380n

La relacion fisor / fason €s Una constante frecuentemente denominada B

[Na] = pKd o=Rmil— (10)

En resumen, la ecuacion de Grynkievicz tiene varias constantes definidas de la

siguiente manera:

- P es la relacion que existe entre el valor de fluorescencia excitada a 380 nm,
libre (Sfz), donde no hay presencia de sodio, y unido (Sby), con sodio en

saturacion.
- K4 es la constante de disociacion

- Rmin €s la relacion de fluorescencia minima. Se obtuvo en la determinacion

en un medio sin sodio con 5 pM de Gramicidina
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- Rmax €s la relacion de fluorescencia maxima. Se obtuvo con el ionodforo de
sodio Gramicidina a concentraciones saturantes de sodio y a partir de una grafica

de Hanes (ver mas adelante)

- R es la relacion de las fluorescencias detectadas a 500 nm excitado a

340/380.

Calibracion. La calibracion se realizé con el ionoéforo cationico Gramicidina el
cual iguala las concentraciones externas e internas de sodio y potasio en la célula.
Dada su falta de especificidad para sodio y al hecho de que el SBFI tiene cierta
sensibilidad a potasio, la calibracion se hizo en un medio de composicion parecida
al medio intracelular, de manera que la Gramicidina no indujera cambios en el
contenido de potasio intracelular, sino solamente los cambios en el contenido de
sodio. El medio MI-HSM se suplement6 con diferentes cantidades de sodio (0.55 -
100.55 mM) manteniendo la fuerza idonica constante con colina de manera que Na
+ colina = 100.55 mM. En estos medios se detectaron los cambios producidos por
la adicion de 5 pM de Gramicidina (Stock 1 mM en DMSO). En estas condiciones
la Gramicidina igual6 el contenido externo e interno de sodio de manera que nos
posibilité asignar un valor de R (relacion de fluorescencia 340/380) a cantidades

conocidas de sodio. El analisis de estos datos se detallan en el siguiente apartado.
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Figura 9. Estructura de la Gramicidina, ion6foro catiénico, el cual forma canales en

la membrana con lo que permite el transporte de cationes monovalentes.

9.7 Obtencion de B, Ki, Rnin Y Rmax: Los valores de Sf; y
Rmin se obtuvieron experimentalmente en medio MI-HSM preparado sin sodio. Los
valores de Rmax y Sba se obtuvieron analiticamente de la transformaciéon de la
ecuacion (10) en ecuacion de Michaelis-Menten y sus formas linearizadas, la
ecuacion de Lineweaver-Burk y ecuacion de Hanes, siguiendo la siguiente

deduccién de las ecuaciones:
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Tomando en cuenta la ecuacion (10)

[Na] = BKd ELR“-“%Rr;aX _'R

R — Rmin
[Na] = BKd [ (Rmax _ Rm]_n) + (len - R) }

[Na] ( Rmax — Rmin) + [Na] ((Rmin — R) = BKd (R — Rmin)

[Na] ( Rmax — Rmin) = BKd (R — Rmin) + [Na] (R — Rmin)

Factorizando la ecuacion:
[Na] (Rmax — Rmin) = (R - Rmin) (BKd+ [Na ])

Despejando R — Rmin se obtiene la ecuacion analoga para una cinética enzimatica

de Michaelis-Menten:

, [Na] (Rmax - Rmin) | (11)
R - Rmin = BKd + [Na]

Si se aplican reciprocas a la ecuacion de Michaelis-Menten se obtiene la ecuacion
de Lineweaver-Burk (ecuaciéon 12), y se multiplica por [Na] finalmente se obtiene

la ecuacion de Hanes (ecuacion 13)
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[Na] _ BKd N [Na]
(R-Rmin) =~ (Rmax - Rmin) (Rmax - Rmin) - [12]
1 BKd N (1)
(R-Rmin) ~[Na] (Rmax - Rmin) (Rmax — Rmin) (13)

Al graficar Na/(R-Rmin) vs Na (Ecuacion de Hanes) se obtiene una linea recta en

donde:

m = pendiente = (1/Rmax-Rmin)

b = intercepto = BKq/(Rmax-Rmin).

De esta ecuacion se obtuvo la Ruax del inverso de la pendiente y del valor de Ruin,
estimado en experimentos hechos en medio sin sodio. Asimismo, el valor BKq se

obtuvo del intercepto de la curva y la pendiente (1 /Rmax-Rmin).

Ademas también se obtuvo la Kd del analisis de la curva de Lineweaver-Burk, esto
es de la recta que resulta de graficar 1/(R-Rmin) vs 1/Na (ecuacion 13). El
intercepto es igual a 1/(Rmax-Rmin), de donde obtenemos analiticamente la
Rmax. La pendiente es igual a BKd/(Rmax-Rmin), de donde obtenemos el valor de

BKd.

El valor B (fssor/f3s0n), y de aqui la Kq del SBFI por el [Na]; en el espermatozoide, se

obtuvo a partir del dato experimental Sf, y de un ajuste similar a la ecuacion (12)
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en la que se grafica [Na] / fsso vs [Na]. Esta es una curva lineal con una pendiente

= 1/(f380max-f380min).

9.8 Diseno estadistico

Los datos obtenidos fueron tratados estadisticamente por medio de la prueba de t-
student pareada. Los valores de P < 0.05 (con una n = 4) para cada prueba se

consideraron significativos
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10. RESULTADOS
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Figura 10. Sefal de fluorescencia detectada a > 490 nm y excitada a 340 y 380 nm

en espermatozoides humanos cargados con SBFI (panel superior). La relacion

340/380 se muestra en el panel inferior. Se adicioné Gramicidina y dos cantidades de

sodio (60 mM) como se indica.
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Figura 11. Efecto de la Gramicidina en la relacion 340/380 en la fluorescencia de
espermatozoides cargados con SBFI en medios IM-HSM suplementado con las
cantidades indicadas de sodio (0.55 a 100.55 mM). Después de un minuto de registro

se afadié Gramicidina como se indica.
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Figura 12. Curva de R (relacion 340/380) en funcién de la concentracién de sodio. Es
una curva obtenida de cuatro calibraciones experimentales que nos da como

resultado una curva hiperbdlica.
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10.1 Calibracion de la seial. Obtencion de Rmax, Rmin, B y Kd.
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Figura 13. Gréfica donde la R -Rmin esta en funcién del sodio externo, tomando en
cuenta la ecuacién de Michaelis-Menten. Se presenta una curva hiperbélica obtenida

de cuatro calibraciones experimentales.
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Figura 14. Gréafica de Hanes de la calibracion de los datos mostrados en la figura 5, la
linea continua es un grafica de regresion lineal de los puntos indicados. Rmax es
mostrada de la pendiente que es igual a 1 / (Rmax — Rmin) y BKd fue obtenida por el

valor del intercepto de la abscisa.
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10.2 Analisis de la grafica de Lineweaver-Burk.
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Figura 15. Gréafica de los inversos de la R - Rmin en funcién del inverso de la

concentracién de sodio externo, la cual nos permite linearizar los datos

TABLA 1

Comparacion de los parametros de Kd y Rmax obtenidos de dos métodos

Ecuacion
Hanes Lineweaver-Burk
Parametro
Kd 15.29 + 2.87 15.9 + 4.37
Rmax 1.64 + 0.06 1.64 + 0.06
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10.4 Efecto de la remocion de calcio extracelular en el

contenido de sodio intracelular en el espermatozoide.
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Figura 16. Efecto de la remocion de calcio y su restauracion en un medio que
contenia 117.5 mM de sodio. Los trazos de arriba representan la fluorescencia de

SBFI excitada a 340 y 380 y el trazo de abajo representa la relacion 340/380.

53



RESULTADOS

50 117 mM Na
— 117 mM Colina

40 <

30

Nai, mM

20 35mMEGTA

. 2.5 mM Calcio

10 50s l

1 M "‘\l‘f"' J“N\M ," M M |

.- |

Figura 17. Efecto de la remocion de calcio externo con EGTA y la subsecuente
restauracion sobre la concentracién de sodio intracelular, en un medio con 0 mM de

sodio y con 117.5 mM de sodio.
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11. DISCUSION DE RESULTADOS

La figura 10 muestra la fluorescencia emitida a > 490 , excitada a 340 y a 380
nm, y la relacion 340/380 de espermatozoides cargados con SBFI en medio
intracelular (MI-HSM) sin sodio. El valor basal de fluorescencia a 340 fue
ligeramente superior al detectado a 380 nm, dando un valor de relacion

340/380 ligeramente superior a la unidad.

En este medio, la adicion del ionoforo cationico Gramicidina no produjo
cambios notables en la fluorescencia excitada a ambas longitudes de onda. Al
adicionar 60 mM de sodio se produjo un ligero aumento en la longitud de onda
a 340 nm, y una notable disminuciéon a 380 nm que consecuentemente
aumento la relacion 340/380 a valores cercanos a 1.5, lo cual fue consistente
con un aumento en el sodio intracelular. Una posterior adicion de 60 mM de
Na produjo un aumento en la relacion 340/380 pero de menor magnitud que
la primera indicando cercania a saturacion. Es importante recalcar que la
fluorescencia emitida durante la excitacion a 340 nm fue solo ligeramente
incrementada por cambios en la concentracion de sodio extracelular, en tanto
que durante la excitacion a 380 nm, la fluorescencia emitida disminuy6 de
manera proporcional a la concentracion de sodio. El cambio notable a 380 y

pequeno a 340 nm se ha observado también en otros sistemas (32-38).
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La calibracion se hizo en el medio intracelular MI-HSM (ver seccion de
Métodos) con diferentes cantidades de sodio (0.55 — 100.55 mM) a 36 ° C. Para
obtener una mejor valoracion del contenido de sodio intracelular las células
fueron lavadas previamente con MI-HSM. En la figura 6 se muestra un
registro de la relacion 340 y 380 nm (Relacion 340/380) en funcion de la
concentracion de sodio externo. El contenido de sodio intracelular en el reposo
fue practicamente el mismo en el rango estudiado (0.55 — 100.55 mM Na), lo
cual indica que en medio MI-HSM el espermatozoide tiene una muy baja
permeabilidad a este i6on. La adicion de Gramicidina produjo los incrementos
esperados en la relacion 340/380, esto es, un aumento notable en la razon
340/380 proporcional al contenido de sodio anadido. A mayor cantidad de
sodio el incremento en la sefal aumenta proporcionalmente hasta alcanzar
aparentemente valores de saturacion, como lo indica el hecho de que a 50 y
100 mM Na las senales cambian poco entre si. En la concentracion de 0.55
mM de sodio al adicionar Gramicidina no produjo cambios notables en la

senal de la relacion 340/380.

La relacion 340/380 inducida por la Gramicidina se grafico en funcion de la
concentracion de sodio con una serie de cuatro experimentos (n=4),

obteniendo como resultado una curva hiperbodlica en donde se observa la

56



DISCUSION DE RESULTADOS

presencia de un efecto de saturacion a la concentracion de 100 mM de sodio

externo, ver figura 12.

11.1 Calibracion de la sefial. Obtencion de Rmax, Rmin, B y

Kd.

Para calibrar la senal se obtuvieron valores de Rmax, Rmin y  de la ecuacion
de Grinkievicz deducida en Métodos. El valor de (3, esto es, la relacion de
fluorescencias excitadas a 380 libre sobre unida (f380:/f380,) se obtuvo
experimentalmente a partir de los valores de fluorescencia en medio MI-HSM
sin sodio, con el cual obtuvimos f380:; y el valor, que se aproxima a
saturacion. Es importante senalar que la adicion de sodio aumenta la fuerza
ionica y la osmolaridad del medio, por lo que no es conveniente anadir sodio
de manera indiscriminada. En este sentido decidimos dar un valor aproximado
de 380, tomando como limite maximo el obtenido en medio normal, esto es
en medio con 120 mM Na y 8.6 mM KCI. Este valor fue ligeramente superior
al obtenido con 100.55 mM de sodio anadido al MI-HSM, lo cual resulto
consistente con la idea de la saturacion. En estas condiciones el valor

aproximado de beta fue 1.6 £ 0.02 (n = 4, + error estandar).
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Teniendo un valor aproximado de 3, se calculo el valor de la Kd del SBFI por el
sodio intracelular en el espermatozoide. El valor de Rmin se obtuvo
experimentalmente en medio sin sodio (Rmin = 1.035 += 0.002, n=4, * error
estandar) y, con ello, se grafico R-Rmin en funcion de la concentracion de

sodio. La grafica resulto en una hipérbola que se muestra en la figura 13.

La forma de Hanes de esta curva, esto es, la grafica Na/R-Rmin vs. Na (ver
figura 14) nos da, como describimos en Métodos, una linea recta (r = 0.999 +
7.6 x 10-4; n=4, * error estandar) cuya pendiente es 1/Rmax-Rmin e intercepto
es BKd/Rmax-Rmin. Es de notar que la linea recta mantiene linearidad a
valores por encima de 0.55 mM, en este ultimo punto, el valor obtenido esta
por debajo de la que predice la teoria. En este sentido los valores alrededor de

0.5 mM de sodio no pudo detectarse con precision.

El valor de Rmax se obtuvo analiticamente de la pendiente de la curva de

Hanes y el valor de Rmin obtenido experimentalmente, esto es:

Rmax = 1/m + Rmin, resultando una Rmax = 1.7 £ 0.2 (n = 4, + error

estandar).
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Por otro lado, el valor del intercepto (itcp = 40.25) y el valor obtenido de beta (3
= 1.6 + 0.02; n=4, + error estandar) experimentalmente dan una Kd = itcp

(Rmax-Rmin)/p = 15.29 £ 2.87 mM (n=4, * error estandar).

11.2 Analisis de la grafica de Lineweaver-Burk

La grafica de dobles reciprocas también se usé para la obtenciéon de Rmax y
Kd (ver Métodos). La grafica de 1/R-Rmin vs 1/Na da la linea recta (r = 0.999 +
2.38 x 10-5; n=4, £ error estandar) mostrada en la figura 15. La pendiente es
igual a 1/(Rmax-Rmin) y el intercepto es BKd / (Rmax-Rmin). Los valores
obtenidos de Kd y Rmax son notablemente cercanos al obtenido en la ecuacion
de Hanes (tabla 1), sin embargo, es evidente que en la ecuacion de Hanes se
ponderan mejor todos los puntos en todas las concentraciones de sodio e
inclusive podemos apreciar la desviacion a la lineraridad a muy bajo sodio (ver
figura 14), en tanto que en el de Lineweaver-Burk se apilan datos a valores
relativamente altos de concentracion de sodio como se observa en la figura 15.
También es de notar que el valor bajo (el valor de 1/R-Rmin obtenido a 0.55
mM Na), esto es, el que se aleja demasiado de los valores apilados obtenidos a
mayor concentraciéon de sodio, tiene una mucha mayor dispersion (error
estandar) de la media comparado con el mismo dato analizado en base a

graficas de Hanes (comparar figuras 14 y 15), hecho relacionado a una baja de
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resolucion del método a 0.55 mM Na y que en la grafica de Hanes se aprecio
como una desviacion a la linearidad. En este sentido se prefiere la ecuacion de
Hanes para la obtencion de la constante Kd dada la relativa distorsion que

presenta en analisis de Lineweaver-Burk.

11.3 Contenido de sodio intracelular en el reposo en el

espermatozoide humano

El contenido de sodio intracelular en el reposo fue de 6.57 = 0.77 mM (n=4, +
error estandar). Este valor es notoriamente menor que el obtenido por Patrat y
cols, de 17 mM (18). Estos autores no describen el procedimiento usado para
analizar las curvas de calibracion con gramicidina y tampoco reportan una Kd.
Se considera que el valor encontrado en este trabajo es mas exacto y ademas
cabe notar que cae entre los valores estimados para otras células, de 5 a 15

mM (39), pues se detallan con mayor precision el analisis de los datos.
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11.4 Efecto de la remocion de calcio extracelular en el

contenido de sodio intracelular en el espermatozoide.

Un trabajo reciente, hecho en el laboratorio, ha mostrado que la remocién de
calcio con EGTA produce una despolarizacion dependiente de sodio que es
acompanado de una disminucion del calcio intracelular (14). El segundo
objetivo de este trabajo de tesis, después de detectar y cuantificar el contenido
de sodio en el espermatozoide humano, fue estudiar si la despolarizacion
dependiente de sodio refleja cambios en la concentracion de sodio intracelular.
En la figura 16 se muestra el efecto de la remocion de calcio con EGTA, y la

subsecuente restauracion de calcio en la senal calibrada de SBFI.

La figura 16 muestra el efecto de disminuir el calcio extracelular, de 2.5 mM a
129 nM con el EGTA, sobre el contenido de sodio en el espermatozoide
humano. En este experimento, la quelacion de calcio produjo un lento
incremento en el sodio intracelular de 6.57 = 0.77 mM (n=4, * error estandar)
a 35 mM en dos minutos. En promedio, este efecto fue de 6.57 £ 0.77 mM a
16.97 £ 5.4 mM (n=4, + error estandar). La reposicion de calcio al medio,
detuvo aumento en el sodio intracelular y causé una muy lenta disminucion
de sodio, que np lleg6 a valores de reposo (hasta después de 10 minutos de
exposicion, no mostrado en la grafica). El experimento se hizo en medio con

bajo contenido de sodio, en el que se sustituyo 117.5 mM NaCl por 117.5 mM

61



DISCUSION DE RESULTADOS

Colina Cl. En este medio, la quelacion de calcio no produjo aumentos en el
sodio intracelular. Esto indic6 que en medio con sodio la quelacion de calcio

produce un influjo de sodio del medio externo.

El influjo de sodio inducido por remocion de calcio del medio extracelular es
consistente con la despolarizacion dependiente de sodio (figura 8), aun cuando
la despolarizacion es muy rapida comparada con el influjo de sodio. Esto en
realidad es de esperar, ya que los movimientos de carga se detectan, via
cambios de potencial de membrana, mucho mas rapidamente que los
movimientos de masa, es decir, la carga detectada durante la despolarizacion
representa muy poca masa transferida (21). Por otra parte, la
hiperpolarizacion inducida por reposicion de calcio (ver figura 8) se asocio a
cambios minimos en el elevado contenido de sodio. Este hecho fue
inconsistente con la hipédtesis planteada, ya que de alguna manera
esperabamos que el contenido de sodio intracelular se recobrara a niveles
basales en el tiempo de transcurso de la hiperpolarizacion (ver figura 8 y
planteamiento de hipotesis). Si bien no se cumplié6 con esta parte de la
hipotesis, consideramos que el hecho de que no se recobren los niveles de
sodio no necesariamente contradice el modelo de la figura 8 de acuerdo a los

siguientes argumentos.
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Dado que la hiperpolarizacion depende de la actividad de la ATP- Na,K se
podria especular que el intercambio electrogénico de esta bomba es
enteramente responsable de la hiperpolarizacion y en el mismo sentido la
transferencia de carga asociada a la hiperpolarizacion (saca 3Na* y mete 2K*)
se asocia a una muy pequena transferencia de masa sodio hacia fuera de la
célula. Ahora bien, ¢Por qué la transferencia de masa sodio hacia adentro
durante la despolarizacion dependiente de sodio es mayor que la transferencia
de sodio hacia afuera durante la hiperpolarizacion?. Seguramente esto se debe
que la despolarizacion se da por la apertura de un canal de sodio (el canal de
calcio convertido a sodio por ausencia de calcio externo, ver figura 4) que
transporta 10 mil veces mas iones comparada con la eficiencia de la bomba
Na,K, responsable de la hiperpolarizaciéon. Consistentemente, mientras que la
despolarizacion via canal de sodio impacta el contenido de sodio intracelular
porque se transporta sodio en grandes cantidades, la extrusion de sodio de
adentro de la célula por la ATPasa Na-K no impacta el contenido de sodio
intracelular porque su mecanismo de transporte es quizas 10 000 veces mas

lento que el del canal.

Finalmente, es importante senalar que en los experimentos hechos con MI-
HSM para calibrar la senal el contenido de sodio intracelular fue el mismo a
diferentes concentraciones de sodio externo (figura 11) a pesar de que el

medio MI-HSM no contuvo calcio. Este resultado es contradictorio con los
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resultados descritos en las figuras 16 y 17, en los que la remocion de calcio
del medio produce incrementos en el sodio intracelular. Es probable que esto
se deba a que la membrana estaria muy despolarizada, a valores cercanos a O
mV, en estas condiciones por la alta concentracion de potasio de el medio MI-
HSM (120 mM). Esto sugiere que a O mV la remocion de calcio no causaria
despolarizacion dependiente de sodio ni decremento en el calcio intracelular

en el reposo. A futuro se tendra que evaluar esta hipotesis.
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12. CONCLUSIONES

1.- El método para detectar y cuantificar el sodio intracelular con el
SBFI es factible en el espermatozoide humano. El valor de Kd por sodio
intracelular en estas células por analisis de curvas de Hanes esta alrededor de

16 mM, que es un valor cercano al obtenido en otros sistemas.

2.- En medio normal la concentracion de sodio intracelular esta
alrededor de 6 mM. La remocién de calcio externo a niveles nanomolares eleva
en el sodio intracelular a alrededor de 16 mM en dos minuto. Este incremento

se detiene y tiende a revertirse ligeramente al restaurar el calcio en el medio.

3.- La remocién de calcio en medio con bajo sodio extracelular no
produce aumentos en el sodio intracelular indicando que en medio con sodio

la remocion de calcio externo produce un influjo de sodio.

4.- Los resultados apoyan la hipotesis de que la remocion de calcio
externo cambia la selectividad de un canal de calcio a canal de sodio
produciendo despolarizacion. La despolarizaciéon dependiente de sodio produce
incrementos en el contenido de sodio intracelular que activaria una ATPasa

Na,K como mecanismo homeostéatico de control de sodio intracelular.

65



PERSPECTIVAS

13. PERSPECTIVAS

Este estudio demuestra que la despolarizacion dependiente de sodio
inducida por remocion de calcio externo se acompafia de un incremento en el
sodio intracelular. Este dato fundamenta la posible activacion de la actividad
de la ATPasa, Na, K que predice la interpretacion mecanistica de la figura 4 y
5. Se requieren experimentos de medicion directa de la actividad de la bomba

en estas condiciones para sustentar con mayor solidez este modelo.

La interpretacion de las figuras 4 Y 5 indican que la despolarizacion
dependiente de sodio se presenta por la activacion de un canal i6nico de calcio
gue se convierte en sodio al quitar el calcio externo y que, en medio con calcio,
funcionaria como una via de permeabilidad entrante para establecer el
contenido de calcio intracelular en el reposo. Hace falta estudiar las
propiedades farmacoldgicas de este sistema que ayuden a identificarlo. Sera
necesario emplear una bateria de blogueadores de canales de sodio y calcio
para identificar el sistema y ver en que medida altera la despolarizacién, los
niveles de calcio basal y, de acuerdo a la contribucidén de esta tesis, los niveles

de sodio intracelular en medio sin calcio.
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Finalmente, es necesario recordar que la capacitacion del espermatozoide
es esencial para la fecundacion. La capacitacion viene acompafiada de un
ligero incremento en lo niveles de calcio intracelular en el reposo, que se cree
que es esencial para que esta ocurra. Pensamos que se requiere una
valoracion del sistema de influjo de sodio (detectado en esta tesis) y la
despolarizacién dependiente de sodio, durante la capacitacion, ya que podria
ser un indice que refleje la permeabilidad a calcio en condiciones basales.
Pensamos que esto contribuird al conocimiento de las bases moleculares de la

capacitacion en el espermatozoide de mamifero.
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