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PREFACIO 

La reproducción es una estrategia universal usada por todos los seres vivos encaminada, 

entre otras cosas, a preservar las especies. Desde mucho tiempo atrás, la reproducción 

sexual se ha estudiado exhaustivamente, en parte por la amplia distribución que tiene 

entre los organismos vivos y más aún por las enigmáticas ventajas que ofrece. A simple. 

vista, dicha estrategia pareciera carecer de sentido. Es decir, a diferencia de la 

reproducción asexual ¿porqué arriesgar la formación de un nuevo individuo al 

encuentro, en ocasiones por mucho fortuito, de los gametos de ambos sexos?; ¿porqué 

invertir mayor gasto energético en la búsqueda de un gameto homólogo? Cuestiones 

como estas y otros aspectos de la reproducción sexual la hacen un sujeto interesante de 

estudio. 

En este contexto, el laboratorio donde se realizó el presente trabajo de tesis desde hace 

tiempo realiza actividades de investigación tendientes a entender con mayor detalle 

como se lleva acabo a nivel molecular la fecundación entre dos gametos de sexo 

diferente. Actualmente se tienen caracterizadas estructural y funcionalmente diferentes 

entidades moleculares presentes en el espermatozoide maduro que pudieran tener un 

papel crucial en el desarrollo de los eventos fisiológicos que eventualmente culminarán 

en la fecundación. ASÍ, en el laboratorio se realizan estudios principalmente 

encaminados a elucidar la naturaleza molecular de los procesos de señalización 
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intracelular en el espermatozoide una vez que este se activa por la capa externa del 

óvulo. Para ello, se emplean a los espermatozoides del erizo de mar y del ratón como 

sistema modelo de experimentación. 

El espermatozoide del ratón requiere llevar a cabo dos eventos funcionales secuenciales 

conocidos como "capacitación" y "reacción acrosomal" (RA) para poder fecundar un 

óvulo. En estos eventos, entre otros cambios, la permeabilidad a diferentes iones se ve 

profundamente alterada. Dichos cambios forman parte y modulan a su vez diversas 

cascadas de señalización intracelular, que gobiernan los procesos moleculares por 

medio de los cuales se confiere al espermatozoide la capacidad para fecundar al óvulo. 

Existen varias proteínas transmembranales que pueden regular estos flujos iónicos, 

entre las que destacan las ATPasas (conocidas también como bombas), los 

intercambiadores y los canales iónicos. El presente trabajo de tesis se enfoca al estudio 

de los cambios en los flujos de iones en espermatozoide del ratón como resultado de los 

procesos fisiológicos mencionados. Profundizar en el estudio del papel que juegan estas 

proteínas en el espermatozoide sin duda permitirá un mejor entendImiento del 

mecanismo de regulación de la fecundación y por ende se podrá contar con más y 

mejores herramientas para analizar más a fondo este proceso en un futuro. 
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RESUMEN 

Antes de poder fecundar al óvulo, el espermatozoide del mamífero debe completar 
ciertos procesos de maduración conocidos como capacitación y reacción acrosomal 
(RA). Durante la capacitación, el potencial de reposo de la célula, es decir, la diferencia 
de potencial eléctrico entre el interior y el exterior de la misma, se vuelve más negativo 
o hiperpolarizá Por el contrario, durante la RA, es indispensable que ocurra una 
depolarización de la membrana plasmática de los espermatozoides capacitados. En 
ambos casos, los cambios en el potencial de membrana están controlados por la apertura 
y el cierre de canales iónicos presentes en la membrana de la célula. Aunque existen 
diversas evidencias de la contribución de flujos de K+ en estos eventos, la presencia de 
canales de K+ en estas células no se ha establecido satisfactoriamente desde el punto de 
vista electrofisiológico. En el presente trabajo, usando la técnica de fijación de voltaje 
en células espermatogénicas de ratón, se muestran evidencias de la presencia de dos 
nuevos canales de K+ que juegan un papel relevante en el establecimiento del potencial 
de membrana y en los cambios que ocurren durante la capacitación y la RA 

Los resultados muestran la presencia de un canal K+, con baja selectividad para el ion 
K+ con respecto al Na+ (5:1), poco sensible al bloqueo por TEA+, características que 
comparte con los canales clonados recientemente conocidos como del tipo S103. Por 
otro lado, se caracterizó un canal de K+ de alta selectividad para este ion y altamente 
sensible al bloqueo por Ba2+. Dicho canal presenta las características propias de los 
canales rectificadores entrantes (K¡,) además, está sujeto a modulación por cambios en 
el pH intracelular (pH¡). Los experimentos in vitro, con espermatozoides maduros, 
donde se mide el potencial de membrana, la capacitación y la RA sugieren fuertemente 
la presencia y participación de este último canal en dichos procesos. 

El espermatozoide maduro de ratón tiene un potencial de membrana (Em) relativamente 
positivo (~ -56 m V) con respecto a otros tipos celulares. La presencia en estas células 
de un canal con potencial de inversión en condiciones fisiológicas cercano a -45 m V 
como el Sto3 (con baja probabilidad de apertura en el reposo) podría ayudar a explicar 
el Em del espermatozoide. Por otro lado, la presencia de un canal altamente selectivo a 
K+ como el K¡h que sólo se abre en condiciones particulares (como incrementos de pHi) 
podría influir en los cambios del Em durante la capacitación y/o la RA donde se sabe el 
pHi cambia transitoriamente. Este es el primer reporte donde se documenta, mediante 
registros electrofisiológicos, la presencia tanto de un canal tipo Sto3 como de un canal 
K¡, en las células espermatogénicas del ratón. Se reportan también los primeros 
resultados que sugieren Su posible relevancia funcional en el espermatozoide maduro. 
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SUMMARY 

To fertilize the egg, the mammalian sperm must complete a maturational process mUed 

capacitation and the acrosome reaction (AR). During capacitation, the sperm membrane 

potential hyperpolarizes, in the other hand, in the AR is essential /hat a depolarization of 

the plasmatic membrane happens. /n both processes, changes in the membrane potential 

are control/ed by the activity of ionic channels present in /he membrane of the sperm. 

Though exis/ several evidence of/he contribution of K' fluxes during these even/s, possibly 

due the opening of K' channels; nevertheless, there are no electrophysiological evidences 

about the participation of K' channels. 

/n this work, using patch-clamp recordings obtained from isolated mouse spermatogenic 

ce l/s, we documented thepresence of two K' channels that playa relevant role in hold and 

regulate the sperm membrane potential during these events. 

Our results show the presence of a K' channel that has a permeability ratió PK+IPNa+ of 5 

and is lit/le sensitive to TEA +. These characteristics make it similar to the cloned channel 

S103. /n addition, we described a channel with high selectivity to K' that is blocked by 

Ba2
+. This chal/nel resembles the characteristics of the inwardly rectifying K' channel 

(Kir), furthermore, is regulated by intracellular pH (PHJ. Experiments in vitro, using 

mature sperm, measuring the membrane potential, capacitation and AR. suggest the 

presence and participation of the Kir channel in the AR. 

The mOl/se mature sperm have a relatively positive membrane potential (Em - -56 mV), 

compared with other cel/ular types. The presence of a K' channel with a reversal potential 

close to -45 m V in physiological conditions (similar to Sl03, which have little open 

probability in rest conditions), could be setting the resting potential of sperm. /n the other 

hand, the high selective' K' channel, alike the K;r, that only opens in particular conditions 

(pHi increments), could be participating in the Em changes during the capacitation and!or 

AR. /n both events it is known (hat there are transiently pH changes. 
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1) REPRODUCCIÓN 

1 

INTRODUCCIÓN 

La evolución ha llevado a una gran variedad de especies a proliferar haciendo uso de la 

reproducción sexual. Para los organismos, el sexo con frecuencia significa un gasto 

energético enorme en buscar y cortejar a su pareja. No obstante, una vez formada la 

célula cigoto los genomas de la hembra y el macho se pueden recombinar entre sí sin 

mayor dificultad. Los gametos pueden mantener fusiones compatibles (fecundación) 

mientras se respeten las barreras entre las especies. Por el contrario, la reproducción 

asexual, una estrategia simple de "copia y división", a primera vista mostraría menos 

desorden y más eficiencia. No obstante, la reproducción asexual está lejos de ser el 

modo mas representado (Hines y Culotta, 1998), lo que. ha llevado a diversos 

investigadores a proponer que el sexo ofrece muchas ventajas evolutivas. Pese a que los 

biólogos han desarrollado. teorías al respecto sobre las ventajas que se ganan, en la 

actualidad no se tiene una respuesta clara. La mayoría de las teorías sugieren que el 

sexo y la recombinación eliminan mutaciones perjudiciales y permiten nuevas 

combinaciones entre los genes generando variabilidad, que da más oportunidad para 

adaptarse mejor a nuevos ambientes (Wuethrich, 1998). 
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A) FECUNDACiÓN 

La reproducción sexual se da mediante la fecundación, que se define como el proceso 

de unión de dos células germinales haploides: el óvulo y el espermatozoide. De este 

modo, cuando ambas células se fusionan el número cromosómico se restaura formando 

un óvulo fecundado diploide, originando una nueva estructura conocida como zigoto. 

Entonces se inicia el desarrollo de un nuevo organismo con las características de la' 

especie que le dio origen. En el caso de los mamíferos, si la fecundación falla, tanto el 

óvulo como el espermatozoide degeneran rápidamente en el tracto reproductivo 

femenino (Wassarman, 1999; 1999b). 

Entre los mamíferos, el proceso de unión de las células germinales incluye algunos 

pasos ordenados. Esto se da en el oviducto con la unión del espermatozoide a la 

cubierta externa del óvulo, la zona pelúcida (ZP), y finalmente poco tiempo después 

con la fusión de las membranas plasmáticas del óvulo y el espermatozoide. En este 

proceso se forma una sola célula "activada", el zigoto. A 10 largo del camino, el 

espermatozoide desarrolla una exocitosis de la vesícula acrosomal que se conoce con el 

nombre de reacción acrosomal (RA) y penetra a la ZP. Al ocurrir la fusión con el óvulo, 

este se activa y se dispara la reacción cortical del óvulo, la cual consiste en la liberación 

de los gránulos corticales por exocitosis modificando de alguna manera la envoltura del 

huevo durante la fecundación (Wassarman, 1999b). 
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Aspectos específicos de la fecundación en mamíferos 

El paso final de la ovogénesis y espermatogénesis es preparar al óvulo y al 

espermatozoide, respectivamente, para la fecundación. Durante la ovulación, se 

completa el crecimiento de los ovocitos en folículos antrales que deben llevar a cabo 

una "maduración meiótica", que los transforma en células no fecundadas listas para 

interactuar con el espermatozoide. De forma similar, una vez depositados dentro del 

tracto genital femenino, el espermatozoide durante su migración hacia el encuentro con 

el óvulo . lleva a cabo un proceso de "capacitación", en el cual entre otros cambios hay 

un rearreglo de glicoproteínas de membrana, que lo habilita para unirse al óvulo 

(Visconti y Kopf, 1998; Wassarman, 1999b; Darszon, el al., 1999). 

B) GAMETOS 

Los gametos son las células germinales maduras que poseen un juego de cromosomas 

haploides capaces de iniciar la formación de un nuevo individuo por fusión con otro 

gameto. Estrictamente hablando, el término gameto se aplica sólo antes de la 

fecundación (Harper, 1994; Wassarman y Albertini, 1994; Eddy Y O'Brien, 1994). Al 

momento de la ovulación, el óvulo ya sufrió la primera división meiótica con la 

exclusión del primer cuerpo polar y llega al estado de metafase de la segunda división 

meiótica, donde se detiene hasta que ocurra la activación. Proceso que se inicia cuando, 

después de penetrar la capa vitelina, el espermatozoide se fusiona con la membrana 

plasmática del óvulo. Los espermatozoides eyaculados son producidos a través de dos 
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divisiones meióticas que dan origen a cuatro espermatozoides a partir de un 

espermatocito primario. 

Óvulo 

En los mamíferos, la ovogénesis se desarrolla tempranamente durante el desarrollo fetal 

y en el adulto sexualmente maduro. La ovo génesis se inicia con la formación de células 

germinales primordiales que armónicamente se transforman en ovogonias (de feto), 

luego en ovocitos y finalmente en óvulos (en el adulto). A través de la vida reproductiva 

de los mamíferos, los ovarios contienen un número limitado de ovocitos no crecidos y 

crecidos detenidos en la primera profase meiótica. Sin embargo, sólo los ovocitos 

crecidos completamente sufren meiosis y son ovulados durante cada ciclo reproductivo 

( estro). Las gonadotropinas pituitarias controlan el reclutamiento de ovocitos crecidos. 

El volúmen de un ovocito de ratón se incrementa hasta 300 veces en la fase de 

crecimiento de 2 ó 3 semanas. Este crecimiento del ovocito indica un periodo de 

intensa actividad metabólica y refleja también cambios marcados en su uItraestructura 

como el surgimiento de nuevos organelos (gránulos corticales, zona pelúcida) 

(Wassarman y Albertini, 1994). 

Gfucoproteínas de la ZP. La membrana plasmática del óvulo en los mamíferos está 

rodeada por la ZP. La ZP del óvulo de ratón tiene ~6.2 ~m de espesor y un contenido 

de ~3.5 ng de proteína. Esta se compone de tres glucoproteínas, llamadas mZPI (~20 

kDa; dímero), mZP2 (~120 kDa) y mZP3 (~83 kDa) (Bleil y Wassarman 1980), las tres 
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se encuentran presentes en ovocitos maduros de ratón. Las glucoproteínas mZP2 y 

mZP3, interactúan entre si mediante uniones no cóvalentes formando filamentos de 14-

15 nm de largo en estructuras repetidas que interconecta mZPI. Cada una de estas 

glucoproteínas consiste de un polipéptido único que está heterogéneamente glucosilado 

con uniones de oligosacáridos de los complejos tipo asparagina- (N-) y serinaltreonina­

(0-) (Wassarman y Albertini, 1994). La eliminación del gene que codifica para mZP3 

por recombinación homóloga en células progenitoras de embrión, aparentemente no 

afecta el fenotipo del ratón macho, sin embargo, produce infertilidad en las hembras 

(Liu, el al., 1996). Los ovarios de estos animales homozigotos nulos (mZP3·/·) 

presentan óvulos maduros que carecen completamente de ZP, y los ovocitos de hembras 

heterocigotos (mZP3+/") tienen una ZP significativamente disminuida en su grosor (-2.7 

~m) en relación con los controles, sin dejar de ser fertiles. Estos resultados son 

congruentes con el papel estructural propuesto para la mZP3, y también con el modelo 

actual de la estructura de ZP (Wassarman, 1999b). Hoy en día, es claro que la ZP del 

óvulo de una gran variedad de mamíferos, incluyendo los humanos, está compuesta de 

un pequeño número de glucoproteínas estrechamente relacionadas (- 40 % - 90 % de 

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

mZP3 como recepto/" ,lel espermllfozoide. Diversas evidencias experimentales apoyan 

la idea de que de las tres glucoproteínas que constituyen la ZP, únicamente la mZP3 se 

une a la cabeza del espermatozoide con el acrosoma intacto (- 104 moléculas de mZP3 

por cabeza de espermatozoide). Se ha visto también en ensayos de competencia que a 

16 



concentraciones nanomolares,. mZP3 es un inhibidor eficiente de la unión del 

espermatozoide a los óvulos no fecundados (Florman y Storey, 1982; Mortillo y 

Wassarman, 1991). 

Espermatozoide 

El espermatozoide es el producto final del proceso de garnetogénesis en los machos, el 

cual ocurre en los túbulos seminíferos del testículo. Este proceso implica una serie de 

divisiones mitóticas de las espermatogonias ( células madre), dos divisiones meióticas 

de los espermatocitos, un abundante remodelamiento morfológico de las células 

espermáticas durante la espermiogénesis y la liberación de células hacia ellumen de los 

túbulos seminiferos por espermiación (Hecht, 1995) (ver fig. 1). El espermatozoide de 

mamífero tiene dos componentes principales: la cabeza y el flagelo o cola, los cuales se 

unen en el cuello. La cabeza consiste del acrosoma, el núcleo, un citoesqueleto de 

estructura reducida y un citoplasma de volumen pequeño. El acrosoma está limitado por 

una membrana y contiene enzimas hidrolíticas. Este se localiza sobre la parte anterior 

del núcleo. El núcleo del espermatozoide contiene sólo un miembro de cada par de 

cromosomas y el cromosoma está altamente condensado. El flagelo contiene un 

axonema central rodeado por fibras densas externas que se extienden de la cabeza al 

extremo posterior. Además, la parte anterior del flagelo contiene una serie de 

mitocondrias envueltas por unas delgadas hélices que rodean las fibras densas y la parte 

posterior de la cola consta de una vaina fibrosa rodeando por el exterior a las fibras 
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a 8 espermatozoides maduros. Durante su maduración puentes citoplasmaticos se forman entre 
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densas. El exterior de dichas fibras y la vaina fibrosa forman el citoesqueleto del flagelo 

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

Estas características estructurales tan especializadas reflejan capacidades funcionales 

únicas. Así por ejemplo, las enzimas que contiene el acrosoma son esenciales para la 

fecundación, y el flagelo contiene la fuente de energía y la maquinaria necesaria para 

que se de la movilidad. El papel de estos componentes es asegurar que el material 

genético presente en el núcleo del espermatozoide llegue al óvulo, donde ocurre la 

combinación de los núcleos masculino y femenino, dando origen al zigoto. En la 

mayoría de los vertebrados el cromosoma sexual del núcleo haploide del 

espermatozoide es el responsable de determinar el sexo del producto (Eddy y O 'Brien, 

1994). 

Proteínas del espermatozoide involucradas en 111 unión al óvulo. Durante los pasados 

20 años, casi dos docenas de proteínas diferentes del espermatozoide se han relacionado 

con la unión del espermatozoide al óvulo (se conocen en su conjunto como EBPs, por 

sus siglas en ingles "egg-binding proteins"). En algunos casos estas proteínas se han 

clonado y secuenciado (~-galactosiltransferasa, Lopez y Shur, 1987; proteína -56 del 

espermatozoide, Bookbinder, el al., 1995; zonadhesina, Gao and Garbers, 1998 y 

proteina-17 del espermatozoide, Richardson, el al., 1994), e incluso se ha podido 

determinar la estructura tridimensional de algunas de ellas (espermadhesina, Romero, el 

al., 1997). De igual manera, en al menos un caso, fue posible inactivar el gene que 
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Figura 2. Estructuras generales del espermatozoide de mamífero. La cabeza contiene el 
núcleo y el acrosoma. La cabeza del espermatozoide está unida a la pieza de conexión del 
flagelo. Las otras regiones del flagelo son la pieza media, la pieza principal y la pieza 
terminal. La pieza media contiene las mitocondrias y la pieza principal a la vaina fibrosa que 
envuelve al axonema y las fibras densas externas. Las flechas anchas señalan vistas de cortes 
longitudinales y transversales de la pieza media y un segmento de la vaina fibrosa. 
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codifica para las EBPs (~-galactosiltransferasa, Lu and Shur, 1997), y en estos 

experimentos se pudo ver que el éxito de fecundación se disminuye pero no se abate. A 

la fecha, ninguna de estas proteínas es considerada como la única responsable del 

reconocimiento del espermatozoide por el huevo. 

2) ACTIVACIÓN DEL ESPERMATOZOIDE 

A) MADURACIóN 

La maduración del espermatozoide se lleva acabo en el epidídimo. Uno de los cambios 

que más se destaca durante la maduración es la aparición de la motilidad, 

probablemente debido a cambios en la actividad metabólica de la mitocondria. Los 

espermatozoides testiculares son inmóviles o muy poco móviles. La morfología del 

núcleo no cambia pero se produce una estabilización de la cromatina debido a la 

formación de puentes disulfuro. La membrana plasmática del espermatozoide es el sitio 

. en el cual se producen los mayores cambios. Durante su paso por el epidídimo se 

absorben algunas de las moléculas, generalmente glucoproteínas, también se producen 

modificaciones en las ya preexistentes yse adicionan nuevas a la membrana plasmática. 

Asimismo, se producen cambios en la composición lipídica de la membrana, tales como 

el aumento en el contenido de colesterol. Estos cambios en la composición de la 

membrana ocurren tanto en la cabeza como en el flagelo (Yanagimachi, 1994). 
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B) CAPACITACIÓN 

La capacitación es un proceso de maduración del espermatozoide no muy bien 

caracterizado y que se lleva a cabo en el tracto genital femenino. El propósito de este 

proceso, como su nombre lo indica, es conferir al espermatozoide maduro la capacidad 

para desarrollar la RA inducida por ZP y fecundar al óvulo. Este proceso probablemente 

involucra la remoción de factores inhibitorio s del espermatozoide acompañada de 

rearreglos y/o modificaciones de Iípidos y proteínas de la membrana plasmática. 

Algunas de estas alteraciones resultan en la fosforilación de un conjunto de proteínas en 

residuos de tirosina que depende de monofosfato de adenosina cíclico (AMPc).· 

También ocurren incrementos en el pH intracelular (PH¡) y la concentración de Ca2
+ 

intracelular ([Ca2+]¡) (Visconti, el al., 1995a y 1995b; Zeng, el al., 1996), además de 

reducirse el contenido de colesterol de la membrana plasmática. 

Mediante el uso de colorantes sensibles a los cambios en el potencial de membrana, 

Zeng y sus cols. (1996) reportaron que durante la capacitación se produce una 

hiperpolarización en los espermatozoides de toro y de ratón. Esta hiperpolarización no 

se presenta cuando las células están en un medio no apto para capacitar. Durante la 

capacitación se produce un aumento de la permeabilidad al K+, la cual podría ser 

responsable al menos de una parte de dicha hiperpolarización (Zeng, el al., 1995). 

Experimentos in vitro revelaron que incrementos en las concentraciones de K+ externo 

inhiben la capacitación en espermatozoides de ratón (ver fig. 3). Se ha propuesto que 

este cambio de voltaje es indispensable para que ocurra la RA (Zeng, el al., 1995; 
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Figura 3. Efecto de K+ externo sobre la capacitación de espermatozoides de ratón. La gráfica 
muestra sobre el eje de las Y el porcentaje de espermatozoides que desarrollan RA como una 
medida indirecta de la capacitación, bajo diferentes condiciones. Modificado de Arnoult, e/,al. 
Prac. Na/I.Acad Sci. 96: 6757, (1999). 
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Arnoult, et al., 1996 y 1999). Así, la maduración meiótica del ovocito y la capacitación 

del espermatozoide lJevan a los gametos ya sea hacia la formación de un zigoto viable o 

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

C) REACCIÓN ACROSOMAL 

La RA es un proceso de exocitosis regulada, que consiste en la liberación del contenido 

de una gran vesícula secretora que se extiende por encima del núcleo en la región apical 

de la cabeza del espermatozoide y que se conoce como acrosoma. Con la ayuda de las 

enzimas líticas liberadas a partir del acrosoma, el espermatozoide puede atravezar las 

capas externas del óvulo y fecundarlo. Morfológicamente la RA se ve como una fusión 

entre la membrana acrosomal y la membrana plasmática en la región anterior de la 

cabeza del espermatozoide. Dicha fusión resulta en la formación de vesículas híbridas, 

exposición de la membrana acrosomal y liberación del contenido acrosomal hacia el 

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

Inductores de la reacción acrosomal 

La RA es un proceso regulado por ligandos específicos del óvulo y/o del tracto genital 

femenino en especies que poseen fecundación interna. Los efectos de estos ligandos 

están mediados por receptores de superficie y proteínas G (por 10 menos en los 

mamíferos). Pese a que se ha propuesto la existencia de diferentes inductores de la RA 

actualmente se acepta que ZP3 es el agonista natural que inicia la RA una vez que se 

une a los espermatozoides con el acrosoma intacto. En experimentos iI¡ vitro la mZP3 
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Figura 4. Electromicrografia de barrido de un espermatozoide de hamster entrando en la Zona 
Pelúcida, Remanentes acrosomales (flechas) se observan rodeando la pieza media del 
espermatozoide, Tomado de Eddy, EM, The physiology of reproduction, Knobil, E y Neill, R, 
Eds, Raven Press, New York, 1998, p30, 
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purificada y glicopeptidos largos de mZP3 inducen RA en espermatozoides, en contra 

parte, glicopeptidos pequeños de mZP3 y mZP3 unida a oligosacaridos se unen al 

esperma e inhiben su unión al huevo pero no inducen la RA. Por otro lado, se reporto 

que entrecruzamiento de glicopeptidos pequeños de mZP3 unidos al esperma pueden 

inducir en él la RA. Datos como los anteriores permiten proponer que la inducción de la 

RA por la ZP3 puede ser dependiente de interacciones. multivalentes (Darszon, et al., 

1996; Vacquier, 1998; Wassarman 1999a). 

3) FLUJOS JÓNICOS DURANTE LA ACTIVACiÓN 

Como otras células, los espermatozoides pueden mantener gradientes iónicos a través 

de su membrana plasmática. Así, la concentración de K+. en el interior del 

espermatozoide es alta en comparación con el exterior donde la concentración de Na+ es 

la elevada. Este gradiente se mantiene gracias a la actividad de una K+lNa+ ATPasa. De 

acuerdo con Babcock (1983), las concentraciones intracelulares de K+ y Na+ en 

espermatozoides (del epididímo caudal) de bovino son aproximadamente 120 y 14 mM, 

respecti vamente. 

Las concentraciones iónicas en el interior y exterior de la célula se mantienen 

constantes hasta antes de la capacitación durante la cual el K+ tiende a disminuir y el 

Na + a incrementarse en el interior celular. Además, durante las primeras dos horas de 
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capacitación ocurre un incremento en la actividad de la ATPasa de Na+fK+ 

(Yanagimachi, 1994). Las concentraciones extracelulares de estos iones cambian en el 

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

A) CAMBIOS EN LA CONCENTRACIÓN DE cl+ y EL pH 

INTRACELULARES 

Al igual que la exocitosis en células somáticas, se necesitan incrementos en la [Ca2+]¡ 

para iniciar la RA. Una elevación progresiva en la [Ca2+]¡ se observa cuando el 

espermatozoide pasa de no capacitado (50-lOO nM) a capacitado (l25-175nM) 

incrementando se aun más cuando se da la RA inducida por ZP3 (300-500nM) 

(Florman, el al., 1998). Asimismo, los espermatozoides estimulados muestran una 

elevación transitoria del pHi, de ~6.5 a ~6.8, durante la capacitación (Zeng, el al., 

1996). Por su parte, durante la RA se pueden alcanzar valores de pHi hasta de 7.0 

(Florman y First, 1988; Florman, et al., 1992 y Fraser 1993). Cambios de pHi de esta 

magnitud pueden ser suficientes para afectar las concentraciones de inositol-3,4,S­

tri fosfato (IPJ) y la unión a sus receptores y producir por lo tanto, la liberación de Ca2+ 

de los reservorios intracelulares (Amoult, el al., 1996; Florman, el al., 1998). Se ha 

propuesto que unintercambiador aniónico (Na+-Cr- HCOj") y/o alguna vía de 

transporte aún no caracterizada son los responsables del incremento del pHi (Zeng, el 

al., 1996; Garcia y Meizel, 1999). Dado que incrementos de AMPc se relácionan con 

incrementos de pHi, se cree que la alcalinización del espermatozoide en respuesta a la 

ZP3 puede activar una adenilato ciclasa (AC) dependiente de Ca2+/calmodulina, 
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fosfatasas y cinasas, así como tirosinas cinasas y varias fosfolipasas (Darszon, et al., 

1996; Florman, el al., 1998). Sin embargo, recientemente en células espermatogénicas, 

al igual que en espermatozoides maduros de ratón, se ha caracterizado una AC soluble 

que es estructural, molecular y bioquímicamente distinta a la AC transmembranal que 

responde a hormonas. Esta AC soluble, no presenta dominios transmenbranales y es 

insensible a los moduladores clásicos de las AC transmembranales como las proteínas 

G y los ligandos del sitio P. La AC soluble se estimula directamente por iones de 

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

Los incrementos de Ca2
+ observados durante la RA (Florman, el al., 1998) se han 

estudiado extensivamente en sistemas in vitro. El incremento de la [Ca2+]¡ que se da 

durante la RA se bloquea mediante el empleo de diferentes fármacos cuyo blanco de 

acción son canales de Ca2
+ dependientes de voltaje (Fraser, el al., 1989; 1993; Florman, 

el al., 1992; Espinosa, el al., 1999). Por otro lado, mediante estrategias de biología 

molecular se ha identificado la presencia de ARNm y proteínas de diferentes 

subunidades al de canales de Ca2
+ dependientes de voltaje (Serrano, et al., 1999 

Goodwin, el al., 2000). Estos trabajos y otros, han demostrado la existencia de canales 

de Ca2
+ voltaje dependientes en células espermatogénicas y espermatozoides (Santi, el 

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

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

de ci+ tipo T operados por el voltaje transmembranal. La unión a ZP3 provoca una 
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depolarización de la membrana del espermatozoide de --60mV a --30mV, rango de 

voltaje en el que activan los canales de Ca2
+ tipo T. De este modo, la depolarización 

podría influir en la apertura de canales de Ca2
+ y así en el incremento en la [Ca2

+l¡ 

requerida en la RA (fig. 5). Por otro lado, se ha propuesto que después de la apertura de 

los canales de Ca2+ tipo T en el espermatozoide, se da una liberación de Ca2+ de los 

reservorios intracelulares, quizá a través de una vía que involucra al IP 3 Y a sus 

receptores (Darszon, et al., 1999;Florman, et al., 1998). Como consecuencia de lo 

anterior, durante los minutos siguientes a la inducción de la RA se mantiene una entrada 

sostenida de Ca2
+ a través de canales de Ca2+, del tipo modulado por el vaciamiento de 

las reservas intracelulares de Ca2
+ (SOC, de sus siglas en ingles "stock operating 

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

4) CANALES IÓNICOS 

Los canales iónicos son proteínas importantes en el funcionamiento celular. Ellos se 

localizan en la membrana plasmática y en algunas membranas intracelulares, 

permitiendo el paso de ciertos iones de un lado a otro de la membrana. La técnica de 

fijación de voltaje en microáreas de membrana ("patch clamp") ha permitido medir la 

actividad de canales individuales o en conjunto. Asimismo, la tecnología del ADN 

recombinante está contribuyendo grandemente a revelar detalles sobre la gran 

diversidad genética de estas proteínas. Recientemente, los estudios de cristalografia y de 

transferencia de energía, han dado lugar a descripciones finas de la estructura de estos 
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Figura 5. Modelo de la traducción de la señal inducida por la ZP3 en el espermatozoide del 
mamífero. La unión de ZP 3 al receptor del espermatozoide (R) inicia una señal bifurcada. A) 
Por un lado, se activa un canal catiónico a través de un mecanismo sensible a Cd2+, La3+, Ptx 
y dihidropiridinas (DHP), determinando una entrada de cationes y una depolarización de la 
membrana ("'Ero)' Esta vía de activación puede reproducirse depolarizando con alto K+ 
externo (flecha punteada). B) Una vía sensible a Pertusistoxina (Ptx), produciendo 
alcalinización intracelular. Esta alcalinización puede inducirse experimentalmente con NH4CI 
(flecha punteada). Los efectos de Ptx indican la participación de proteinas G; en este proceso. 
Estas dos vías sí actúan de modo concertado, podrían regular la actividad de los canales de 
Ca2+, permitiendo la entrada de este ion y el inicio de la RA. La figura indica los sitios en los 
cuales la transducción de la señal se puede bloquear (flechas con extremo en forma de rombo) 
(Modificado de Arnoult y cols., 1996). 
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canales (Doyle, el al., 1998; Glauner, el al., 1999). A través del uso de estas 

herramientas experimentales hemos podido entender mejor algunas de las propiedades 

generales de estas proteínas. Entre ellas se encuentran su alta selectividad, en la mayoría 

de los casos para permitir el flujo sólo de ciertos iones, su importante contribución en la 

determinación del potencial de membrana (Em), su susceptibilidad al bloqueo por 

compuestos orgánicos cargados y/o toxinas, así como la dependencia al voltaje y los 

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

Al ESTRUCTURA Y DIVERSIDAD 

Actualmente se conocen mucho más tipos de canales iónicos de los que originalmente 

se había pensado que existían (Wei, el al., 1996, Coetzee, el al., 1999). Esta amplia 

diversidad genera problemas para su clasificación y nomenclatura, por lo cual, es 

indispensable revisar cada vez con mayor frecuencia los reportes actuales acerca de las 

relaciones entre los diferentes canales. 

Los canales iónicos se describen comúnmente en función de su selectividad iónica y los 

mecanismos que los abren y los cierran. Por ejemplo, todas las células excitables 

presentan canales cuya apertura y cierre se regula por cambios en el voltaje 

transmembranal, de los cuales existen tres tipos principales: el primer grupo incluye a 

los canales de K+, canales de Na+, canales de Ca2+ y canales de CI' (Catterall, 1988; 

Hille, 1992). Otro grupo de canales consiste de aquellos que se activan directamente por 

mensajeros químicos extracelulares como los neurotransmisores. Estos incluyen, entre 
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muchos otros, al receptor de aceti1colina, a los receptores al ácido y-aminobutirico 

(GABA) y al receptor de glicina. Un tercer grupo incluye a todos los canales modulados 

por ligandos intracelulares, tales como el Ca2+, el A TP Y los nucleótidos cíclicos. En 

ocasiones estos dos últimos grupos se combinan para agruparlos en una sola clase 

(canales regulados por ligando o activados químicamente) para diferenciarlos de los 

activados por el voltaje (Hille, 1992). 

Con la ayuda de la biología molecular, se ha obtenido un número creciente de 

secuencias genómicas y se ha podido establecer relaciones filogenéticas entre los 

grupos de canales en función de sus secuencias (Wei, et al., 1996). No obstante, no 

todas las secuencias de aminoácidos de los canales están relacionadas. Los canales 

modulados por neurotransmisores, por ejemplo, están bastante alejados de los canales 

dependientes de voltaje, y muestran poca o ninguna similitud en secuencia y estructura. 

Sin embargo, los miembros de este grupo, entre los que destacan los canales activados 

por acetilcolina, glicina, GABA y 5-hidroxitriptamina están claramente relacionados 

entre si. No obstante, existen excepciones como por ejemplo, los receptores a glutamato 

que son bastante diferentes del resto de canales activados por ligandos (Aidley y 

Stanfield 1996). La superfamilia de proteínas ABC (que contienen un dominio de unión 

al ATP) también forman un grupo distinto, y algunos tienen actividad de canales 

iónicos (Seino, 1999). 
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B) FISIOLOGÍA 

Los canales iónicos participan de manera directa en procesos celulares como la 

percepción sensorial (Fesenko, et al., 1985), la exocitosis (Almers 1990), la contracción 

muscular (Weiss y Magleby, 1992), la conducción del impulso nervioso (Brady, 1991), 

la quimiotaxis (Babcock, et al., 1992; Cook, et al., 1994), la fecundación (Darszon, et 

al., 1996, 1999) Y otros muchos eventos de la fisiología celular. La electrofisiología con 

el apoyo de otras disciplinas estudia las proteínas que forman estos canales iónicos, con 

la finalidad de entender el papel que desempeñan en los diferentes tipos y estadíos 

celulares. Al principio de la caracterización de esas proteínas, la atención se centró en 

entender como los canales iónicos determinan las propiedades eléctricas de la 

membrana celular. Hoy en día, sin embargo, el iÍlterés en ellas se extiende mas allá del 

estudio biofísico y electro fisiológico. Estas proteínas se· ha visto son elementos 

fundamentales dentro de ciertas vías de señalización durante procesos como la 

activación y proliferación celular. También se han identificado como moléculas 

responsables de patologías congénitas o adquiridas. como el caso de desordenes 

neuronales y motores (Banatar, 2000). 

5) CANALES DE K+ 

Los canales de K+ son proteínas de membrana que están presentes tanto en las células 

excitables (neuronas, fibras musculares esqueléticas y cardiacas, etc.) como en las que 
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no son típicamente consideradas excitables (células epiteliales, espermatozoides, etc.). 

Estos canales juegan un papel fundamental en procesos celulares tan variados como la 

excitabilidad celular, la liberación de neurotransmisores, la secreción hormonal, la 

regulación del volumen celular o la integración neura!. 

De acuerdo con varios autores (Wei, et al., 1996; Coetzee,et al., 1999), se pueden 

diferenciar seis familias principales de canales de K+, estructuralmente relacionados 

(subunidad a con 6 segmentos transmembranales): 1) Los canales de K+ dependientes 

de voltaje, que incluye a los canales shaker y Kvl-4, 2 y 3) los canales de K+ de alta y 

baja conductancia activados por Ca2+ (Slo y SK, respectivamente), 4) los canales de K+ 

activados por nucleotidos cíclicos por el lado intracelular y que son asociados a 

neuronas sensoriales (CNG), 5) Canales de K+ relacíonados con canales caracterizados 

en músculo cardiaco, relacionados con el síndrome QT largo, una disfunción cardiaca 

hereditaria (KQT) y 6) Son canales de K+ relacionados también con el síndrome QT 

largo en corazón, pero que tienen propiedades de apertura y cierre del canal 

dependientes del voltaje muy distintas a los clásicos canales dependientes de voltaje, 

incluye a los canales herg yelk, (Eag). Un séptimo grupo estructuralmente distinto a los 

anteriores (subunidad a con 2 segmentos transmembranales), Es el de los canales de K+ 

rectificadores entrantes (K;,). Esta ultima familia incluye a los canales GIRK (canales 

modulados por proteínas G), así como a los dependientes y sensibles a ATP. 
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A) ESTRUCTURA Y DIVERSIDAD DE CANALES DE K' 

La Clase estructural de canales de K+ de 6 segmentos transmembranales constituye el 

grupo mas grande de canales conocido al momento, Amplios estudios sobre su 

estructura y oligomerización para constituir al canal funcional se han realizado por 

distintos grupos. Los miembros de esta Clase consisten de una subunidad a altamente 

conservada en los dominios hidrofóbicos y regiones amino y carboxilo terminales 

citoplasmáticas. La región central de cada subunidad a está formada por seis dominios 

transmembranales (SI-S6) y un segmento H5 entre SS y S6, que juntos constituyen el 

poro del canaL El segmento S4, contiene un número considerable de residuos de 

amioácidos cargados positivamente, por lo cual se le ha involucrado en la regulación de 

la apertura y cierre del canal, actuando como un sensor de voltaje. Los dominios que 

participan en la inactivación se localizan en el amino terminal, el poro y el segmento S6 

(Cha, et al., 1999; Glauner, et al., 1999). La figura 6 muestra un modelo de la estructura 

molecular de estas proteínas. Los canales de K+ de la Familia Slo, poseen en el 

carboxilo terminal un dominio de unión al ion Ca2
+, por medio del cual este ion regula 

el mecanismo de apertura y cierre del canaL En los canales del tipo CNG, la secuencia 

del carboxilo terminal contiene un sitio posible de unión a nucleótidos cíclicos (Rudy, 

1988; Tempel, el al., 1988; Stuhmer, el al., 1989; Brown, 1993; Salkoff, et al., 1992; 

Dolly y Parcej, 1996). 

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

rectificadores entrantes de 2 segmentos transmembranales y de la cual solo hay una 

:. ~. '. 
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Figura 6. Modelo de la estructura de los canales de K+ de 6 segmentos transmembranales 
modulados por voltaje. A) Diagrama topológico que muestra el dominio funcional mayor de la 
cadena polipeptídica de una subunidad a., con seis probables hélices a. transmembranales, 
enumeradas dell al 6. Cuatro de estas subunidades, cada una con aproximadamente 600 aa, se 
ensamblan para formar un poro transmembranal. B) Esquema de la organización estructural de 
un canal de K+ en donde solo se muestran 2 subunidades 0:. El segmento de 20 aa (mostrado en 
rojo), presente en la región que une el segmento 5 y 6, generalmente se extiende a cruzar la 
membrana como dos cadenas antiparalelas (3 a la línea del poro como se muestra. La cuarta 
hélice a. (azul) presenta residuos cargados positivamente en cada tercera posición, de esto se 
deduce que la hélice funciona como un sensor de voltaje de la membrana. En algunos canales 
de K+, el dominio amino-terminal está involucrado en la inactivación rápida del canal, 
mediante un mecanismo de "bola y cadena". 
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Familia representada por 7 Subfamilias. Entre ellas se encuentran canales de K+ que 

pueden ser regulados por proteínas G, sensibles a ATP, dependientes de ATP, regulados 

por voltaje y modulados por pH. La subunidad a de estos canales está formada por dos 

segmentos hidrofóbicos MI y M2 Y una región que los une entre si (H5), homólogos a 

los segmentos SS, S6 yel H5 de los canales de K+ del tipo shaker, respectivamente. 

Así, los canales rectificadores entrantes y los del tipo Shaker poseen el mismo diseño 

básico de la región del poro y se sabe que los miembros de ambas Subfamilias se 

ensamblan a manera de tetrámeros (Christie, el al., 1990; Isacoff, el al., 1990; 

Ruppersberg, el al., 1990). No obstante, a diferencia de los canales de K+ sensibles al 

voltaje (Shaker), el flujo de K+ a través de los canales rectificadores entrantes hacia el 

exterior de la célula esta limitado por el bloqueo interno del canal por una partícula 

ajena (Mg2
+ o poliaminas), originando una conductancia diferencial entre ambos lados 

del potencial de equilibrio de K+ (EK). Por otro lado, se sabe que los canales de K+ 

sensibles al A TP están asociados con los receptores de sulfonilurea, una superfamilia de 

proteínas que presentan un dominio de unión al ATP (Krapivinsky, el al., 1995; Nichols 

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

Los canales rectificadores entrantes pueden permitir el paso de la corriente hacia el 

exterior y en realidad esa podría ser su función principal en la célula. En condiciones 

fisiológicas, el Em de la célula difícilmente llega a ser más negativo que el EK• Debido a 

que dichos canales conducen corriente saliente en el intervalo de voltaje cercano a EK, 
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ellos mantienen el potencial de reposo de la célula cercano al EK, pero una vez que otras 

fuerzas depolarizantes influyen en la célula, el Em puede cambiar. El intervalo en el cual 

estos canales estabilizan el Em depende de las vías que regulan la apertura y cierre de 

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

Otra Clase estructural de canales de K+ es la de dos poros. Esta engloba una serie de 

proteínas recientemente clonadas por homología a partir de una base de datos de ADN, 

entre las que destacan los canales del tipo TOKI, CEK y TWIK. Estos canales 

presentan en realidad una nueva arquitectura molecular. La característica que los hace 

únicos es la presencia en serie de dos secuencias que forman el poro. La estequiometría 

propuesta para este tipo de canales debería ser de dímero, en virtud de que se requiere la 

presencia de cuatro dominios de poro para formar un canal funcional selectivo al ion 

K+. Interesantemente, la estructura de los canales de doble poro favorece el eflujo de K+ 

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

La familia de la subunidad IsK (MinK) está compuesta por un sólo representante. Se 

trata de un polipéptido corto de un sólo dominio transmembranal que induce una 

activación muy lenta de corriente de K+ cuando se expresa en ovocitos de Xenopus 

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

Los estudios de la permeabilidad a las diferentes especies iónicas con respecto al K+ 

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

además de conducir K+ son permeables a cuatro cationes diferentes: TI+, K+, Rb+ Y 

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

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

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

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

TABLA 1. Relación de permeabilidad ionica, PxIPK, para algunos canales de K+ 

RECTIFICADOR TRANSIENTE BK 

ION RECTIFICADOR TARDIO ENTRANTE TIPO A K(Ca) 

I nodo músculo neurona huevo de Neurona músculo 
de rana de rana de caracol Estrella de mar Caracol de rata 

K+ 1 1 1 1 1 1 

Rb' 0.91. 0.95 0.74 0.35 0.73 0.67 

Cs' <0.077 <0.11 0.18 <0.03 <0.14 <0.05 

Li+ <0.018 <0.02 0.09 <0.07 <0.02 

Na' <0.010 <0.03 0.07 <0.03 <0.09 <0.01 

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

Inc, Sunderland, Massachusetts. 1992, 352. 

C)BLOQUEO 

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

mecanismos biofísicos que controlan la actividad de los canales de K+, así como de las 

implicaciones fisiológicas de estos canales en las distintas células en que se presentan. 
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El agente bloqueador mejor conocido de los canales de K+ es el ion Tetraetilamonio 

(TEA+) (Stanfield, 1983). Además, otros compuestos como los derivados de amonio 

cuaternario son también eficaces bloqueadores de los canales de K+. Los experimentos 

clásicos de Armstrong (1971, 1974), utilizando el compuesto trietilamonio (C9), han 

resultado particularmente valiosos para entender los mecanismos de bloqueo del canal. 

De estos trabajos, quedó claro que el bloqueo por C9 en la parte interna del canal se da 

sólo una vez que el canal se encuentra abierto. Resultados similares se obtienen con 

TEA+ que constituye uno de los bloqueadores más ampliamente utilizados. Las 

aminopiridinas, especialmente la 4-amino piridina (4-AP), se unen específicamente a 

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

Además de los compuestos inorgánicos, también se cuenta con toxinas de naturaleza 

peptídica de origen natural que bloquean los canales de K+ en el rango de 

concentraciones nanomolares (MacKinnon y MilIer, 1988; DolIy y Parcej, 1996; 

Possani, el al., 2000). En los últimos años se han descubierto en el veneno de varios 

animales un número importante de péptidos que bloquean canales de K+. Estas incluyen 

a la apamina en el veneno de las abejas, a la caribdotoxina (CTX) y a la noxiustoxina 

(NTX) en el veneno de los alacranes y a la dendrotoxina (DTX) en la vívora mamba 

(Castle, el al., 1989, Gurrola, el al., 1995; Garcia, el al., 1997; Possani, el al., 1999). La 

CTX y la NTX son péptidos pequeños del veneno de los alacranes Leiurus 

quinqueslrialus y Centruroides noxius, respectivamente. El primero, bloquea con mayor 

afinidad a canales de K+ activados por Ca2+ mientras que la NTX tiene mayor afinidad 
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sobre canales de K+ modulados por voltaje (ver tabla 2). Ambas toxinas pueden unirse 

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

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

Kvl.3 pero por arriba de l I.lMpara el Kvl.1 y Kv3.1 (Carbone, et al., 1982; Grissmer, 

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

TABLA 2. Agentes bloqueadores de canales de K+ 

CANAL DE K+ BLOQUEADOR 
Rectificador 
Tardío 

TEA+, Cs+, H+, Ba +, Capsaicina, Dendrotoxina, 
NOxiustoxina. 

Tipo A TEA+, Dendrotoxina 

K(Ca) TEA+ , Cs+ I Apamina, Caribdotoxina 

TEA+, cs+ , lÚl+ , Na+ , Ba2
+ I Sr2+ 

K(ATP) TEA+, Cs+ I Ba2+ 

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

lnc, Sunderland, Massachusetts. 1992, 131. 

6) CANALES DE K+ EN EL ESPERMATOZOIDE V EN CÉLULAS 

ESPERMATOGÉNICAS 

Como se mencionó al inicio, tanto el erizo de mar como el ratón se han usado como 

modelos para el estudio de la fisiología del espermatozoide. Las evidencias de la 
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presencia de canales de K+ en espennatozoides y su posible contribución en la fisiología 

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

La primer respuesta observada sobre el potencial de membrana en espennatozoides del 

erizo Lytechinus pie tus expuestos a la gelatina del huevo (inductor fisiológico de RA, 

en erizo de mar) es una hiperpolarización transitoria, después de la cual se depolariza la 

célula. Esta hiperpolarización se inhibe cuando el K+ externo se incrementa de lOa 30 ó 

40 mM (González-Martínez y Darszon, 1987). Un canal altamente selectivo a K+ se 

caracterizó en estas células y se consideró responsable de dicha hiperpolarización 

(Babcock, et al., 1992). También se ha registrado la actividad de canales de K+ en 

bicapas fonnadas en la punta de un microcapilar utilizando vesículas de membranas de 

flagelo de espennatozoide. Se identificaron tres tipos de canales de K+ con 

conductancias de 22, 46 Y 88 pS. Dos de ellos se bloquean con TEA+, que inhibe la RA 

en el erizo (Lievano, et al., 1985). Dado las observaciones anteriores, durante los 

últimos años se han estudiado los mecanismos por los cuales estas células pueden 

regular los flujos de K+ durante la RA, y por lo tanto, la fecundación. Se han reportado 

otros canales de K+ en S. purpuratus. Un canal de K+ sensible a monofosfato de 

guanosina cíclico (GMPc) se caracterizó mediante el uso de vesículas de membrana de 

espennatozoide y técnicas de fluorescencia (Galindo, el al., 2000). Por otro lado, en 

bicapas planas fonnadas a partir de vesÍCulas de la membrana plasmática de flagelo, se 

registró un canal catiónico selectivo preferentemente a K+. En este trabajo se estableció 

una relación de penneabilidad K+/Na+ de~ 5. Este canal es sensible a AMPc pero no a 
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GMPc y concentraciones micromolares de Ba2+ en trans 10 bloquean (Labarca, et al., 

1996). Posteriormente a partir de erizo de mar dicho canal se clonó y se documentó que 

este es el encargado de regular las corrientes activadas por hiperpolarización conocidas 

como lb (corrientes hiperpolarizantes), caracterizadas ampliamente en células cardiacas 

(Gauss, et al., 1998). 

Por otro lado, en el caso de espermatozoides de mamífero existen evidencias de 

cambios en el flujo de K+ durante la fecundación (Zeng, et al., 1995; Arnoult, et al., 

1996 y 1999). Sin embargo, poco se conoce acerca de los canales iónicos en estas 

células. En su trabajo pionero, Hagiwara y Kawa (1984) mencionaron la existencia de 

una corriente de K+ dependiente de voltaje en las células espermatogénicas de la rata, 

cuya amplitud disminuye conforme las células. maduran y pasan del estado de 

espermatogonia al de espermatocito. Dicha corriente es suceptible al bloqueo por 

tetraetilamonio TEA +y mostró ser independiente de Ca2+ externo (Hagiwara and Kawa, 

1984). 

Tiempo después, Kaupp y sus colaboradores (1994) reportaron la clonación (a partir de 

testículo de bovino) y expresión funcional de un canal catiónico modulado por 

nucleótidos cíclicos. Este canal se registró en vesículas de membrana de cabeza del 

espermatozoide y directamente en membranas de espermatozoide de humano mediante 

la técnica de registro en microáreas de membrana (patch-clamp) en su configuración 

inside-out. Este canal pertenece a la familia de canales catiónicos modulados por 
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nucleótidos cíclicos previamente descritos en células fotoreceptoras y neuronas 

olfatorias (Weyand, el al., 1994). En un tercer trabajo se reporto la presencia de canales 

aniónicos y catiónicos mediante el uso de bícapas Iípidicas artificiales, vía fusión, a 

partir de preparaciones de membranas de espermatozoide de rata y humano. La 

corriente de K+ se bloqueó con 0.1 mM de TEA + Y la conductancia unitaria que se 

midió fue de 24 pS (Chan, el al., 1997). En espermatozoides de ratón mediante la 

técnica de fijación de voltaje en bícapas planas, se caracterizaron tres distintos tipos de 

canales iónicos. Un canal de Ca2+, un aniónico, y un catiónico, éste ultimo con una 

relación de permeabilidad PKIPNa igual a 2.5 (Labarca, el al., 1995). 

Recientemente, Salkoff y sus colaboradores (1998) reportaron la clonación de un canal 

de K+ a partir de un banco de ADNc de testículo de ratón. Este canal llamado S103, a 

diferencia de los otros miembros de la familia (Slo, modulados por Ca2+), se modula por 

pHi y voltaje, tiene una selectividad para K+ (apenas 5 veces mayor que para Na+), y se 

bloquea por altas concentraciones de TEA + (ICso ~50mM) (Schreiber, el al., 1998). Por 

último, Pes si a y sus colaboradores (1999) identificaron la expresión de ARNm para la 

subunidad a Ki, 5.1 de canales de K+ rectificadores entrantes, de .testículo de rata. 

Además, usando un anticuerpo que reconoce un epítope extracelular de Ki, 5.1, 

identificaron su expresión en células espermatogénicas y espermatozoides maduros. 

Utilizando sistemas de expresión heteróloga, como el de expresión en ovocitos de 

Xenopus laevis, se observó que el K¡, 5.1 es incapaz de dar origen a canales funcionales. 

Esto sólo se logra mediante la coexpresión de la subunidad a del K¡, 5.1 con la del KIT 
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4.1, lo cual permite tener canales funcionales constituidos como heterotetrameros 

(Salvatore, et al., 1999). 

Como puede observarse, el campo de los canales de K+ en las células espermatogénicas 

y el espermatozoide maduro permanece poco explorado. De hecho, sólo en el trabajo de 

Hagiwara y Kawa (1984) se registraron corrientes directamente de las células 

espermatogénicas. Asimismo, no se tiene evidencia detallada de la participación de 

alguno de estos canales en la fisiología del espermatozoide. No obstante, tal y como lo 

veremos más adelante, muy probablemente algunos de ellos juegan un papel crucial en 

la fisiología del espermatozoide. Demostrar esto, fue parte de los objetivos del presente 

. trabajo. 
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II 

OBJETIVOS 

GENERAL 

Caracterizar los canales de K+ presentes en células espermatogénicas de ratón y 

establecer su posible implicación fisiológica. 

PARTICULARES 

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

permita mejorar las condiciones de registros electro fisiológicos en estas células. 

2.- Identificar y caracterizar funcionalmente los canales de K+ presentes en células 

espermatogénicas de ratón. 

2.1.- Diseñar una estrategia experimental que permita disecar las distintas 

corrientes de K+ en las células espermatogénicas. 

2.2.- Caracterizar electrofisiológicamente a los canales de K+ responsables de las 

corrientes registradas en células espermatogénicas. 

2.3.- Caracterizar farmacológicamente los canales de K+ presentes en .células 

espermatogénicas. 

3.- Establecer mediante estrategias experimentales in vitro, el papel fisiológico de los 

canales de K+ en el espermatozoide. 

3.1.- Conocer la contribución relativa de los canales de K+ en el establecimiento 

del potencial de membrana del espermatozoide. 

3.2.- Investigar su papel en el proceso de capacitación. 

3.3.- Investigar su función en la reacción acrosomal. 
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III 

MATERIALES Y MÉTODOS 

1) OBTENCIÓN DEL MATERIAL BIOLÓGICO 

A) CÚLULAS ESPERMATOGÉNICAS 

Mediante escisión quirúrgica se obtuvieron los testículos de ratones adultos de la cepa 

CD-I sacrificados por dislocación cervical, y se colocaron en un medio de disociación 

frío, que contenía en mM: 130 NaCI; 3 KCI; 2 MgCh; 0.5 NaH2P04; 5 HEPES; 10 

Glucosa; pH 7.4, suplementado con DNAasa 1 (75 U/mi). Después de la remoción de la 

tunica albuginea, los túbulos seminíferos se separaron entre sí, mediante el uso de 

tijeras y pinzas de punta fina, bajo el microscopio estereoscópico. A partir de ellos, se 

procedió a la obtención de células (espermatogénicas y simplastos [fusión de un 

sincitio, formando una célula polinucleada]) mediante dispersión mecánica, al hacer 

pasar los túbulos a través de una pipeta Pasteur. Las células se incubaron con DNAasa 1 

(75 U/mi) y tripsina (0.2 mg/ml) durante 5 minutos a 37 oC en agitación suave y 

constante, y se recuperaron posteriormente por centrifugación (4 minutos a 2500 rpm). 

Después de dos lavados con la solución de disociación, la pastilla celular se resuspendió 

en el medio de registro electrofisiológico y las células se mantuvieron en hielo hasta 

antes de usarse. En estas condiciones las células se mantuvieron viables al menos 8 h. 

La suspensión celular así obtenida consistió en realidad de una población heterogénea 
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de dos estadíos mayoritarios: espermatocito s en paquiteno y espermátidas redondas. 

Estas células se usaron rutinariamente en los registros electrofisiológicos. Con este 

propósito, alícuotas de 20 ¡.tI de la suspención celular se depositaron en una cámara de 

registro que tenía un volumen final de 250 ¡.tI. La cámara se colocó posteriormente 

sobre la platina de un microscopio invertido y se procedió a realizar los registros 

electrofisiológicos tal y como se detalla mas adelante. 

B) ESPERMATOZOIDES 

Los espermatozoides maduros del epidídimo caudal de ratones CD-l se recolectaron 

mecánicamente puncionando el epidídimo expuesto quiTÚrgicamente y se depositaron 

en tubos para microcentrífuga de polypropileno de 1.5 mI que contenían 700 ¡.tI de 

medio 199 (Sigma Chemical Co., St Louis) suplementado con BSA (0.4 % 

peso/volumen), piruvato de sodio (30 mg/I) y NaHC03 (4.2 gil) a 37 oC. Después de 5-

10 min se determinó el nivel de movilidad por inspección visual y las preparaciones de 

células con <75 % de movilidad se descartaron. 

Para llevar a cabo la capacitación in vitro de los espermatozoides extraídos de esta 

forma, se emplearon en alícuotas de 300-400 ¡.tI de una suspención celular (4-5X 1 06 

células/mi), en medio 199 suplementado, y se incubaron a 37 oC durante 30 min, para 

que se desarrollara la capacitación. Los espermatozoides se colectaron y usaron en los 

ensayos de RA in vitro. 
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2) REGISTROS ELECTROFISIOLÓGICOS 

Las corrientes de K+ se registraron de acuerdo a la técnica de fijación de voltaje en 

micro áreas de membrana en la configuración de célula completa (whole-cell palch 

clamp) (Hamill, el al" 1981) (fig, 7), Todos los registros se realizaron a temperatura 

ambiente mediante el uso de un amplificador Axopatch 200A (Axon Instrumertts, 

Foster City, CA), y micropipetas de registro fabricadas a partir de tubos capilares de 

vidrio de borosilicato en un estirador horizontal (Sutter Instrument Co" Novato, CA), 

Cuando estaban llenas de la solución de registro, dichas micropipetas presentaron una 

resistencia de 2-4 MQ. El potencial de mantenimiento de las células (HP, de sus siglas 

en inglés "Holding Potential") y los protocolos de estimulación se fijaron de acuerdo 

con el tipo de canales que se quería registrar. Por ejemplo, para los canales Slo3,el 

potencial de mantenimiento que se utilizó fue de -90 m V y los pulsos depolarizantes (de 

-80 a 80 mV con incrementos de 10 mV) de 300 ms de duración, Para el caso de los 

canales K¡, el potencial de mantenimiento fue de O m V y los pulsos tanto 

hiperpolarizantes como depolarizantes se aplicaron en pasos de 10 mV (-120 a 50 mV) 

a una frecuencia de 0.5 Hz. El diseño y la aplicación de los protocolos de pulsos, así 

como el almacenamiento y análisis de los datos se realizaron usando el programa 

pCLAMP versión 6.0.4 (Axon Instruments). Los registros de las corrientes se 

capturaron en línea aS-lO kHz y se filtraron a 2-5 kHz, utilizando una computadora 

conectada a una interfase DigiData 1200 (Axon Instruments), La corriente de fuga se 

restó del registro utilizando clampfit (pCLAMP, Axon Instruments). 
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Figura 7. Configuraciones de sellos de membrana utilizados en la fijación de voltaje. tos 
registros de corriente a través de canales de una microárea de membrana puede registrarse aún 
cuando el sello se mantenga unido a la célula, como en A, o desprendido de ella como~ B. 
Otra opción es no desprender la pipeta una vez que se ha sellado y hacer presión negativa 
suave a la pipeta para propiciar que se rompa la membrana dentro del diámetro de la boca del 
capilar y tener de este modo acceso al interior celular, como en C. 
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A) SOLUCIONES DE REGISTRO 

Para registrar las corrientes de K+, se emplearon diferentes soluciones en función del 

objetivo de cada experimento. En la tabla 3 se presenta una lista de diferentes 

soluciones, a las cuales nos referiremos al describir los registros que se presentan en los 

resultados de este trabajo. 

TABLA 3: COMPOSICIÓN DE LAS SOLUCIONES DE REGISTRO 

Soluciones del baño 

SB K-S03 *NMDG+ Na-S03 RbOH NaOH KOH KOOCH3 pH 

~,-----_.,,_ .. ,._,- ._-,-- ._------
1 150 7.4 

II 2 126 7.4 

III 2 126 7.4 

IV 128 7.4 

V 30 98 7.4 

VI 60 68 7.4 

VII 68 60 7.4 

VIII 68 60 7.4 

IX 68 60 7.4 

X 75 75 8.1 

XI 75 75 6.3 

XII 150 6.3 

Todas las soluciones contenían (en mM): 6.5 CaCl" I MgCJ" 10 HEPES, 3.3 Glucosa. 

*NMDG+ ~ N-Methil-D-Glucamina 
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Soluciones de la pipeta 

SP MgCI2 Hepes EGTA EDTA K-S03 KCI pH 

1 1 10 5 122 8 7.35 

11 10 5 120 10 7.35 

III 1 5 5 122 8 7.35 

Todas las soluciones contenían (en mM): 20 KF, 2.5 CaCI,. 

3) BIOENSA VOS In Vitro 

A) CAPACrrAC¡ÓN 

Los espermatozoides maduros se resuspendieron (a una densidad de 1-5XI06 

células/mI) en 800 111 de medio comercial 199. Para inducir capacitación el medio se 

suplemento con BSA (0.4% peso/vol), piruvatode sodio (30 mg/I), NaHC03 (4.2 g/I) Y 

se mantuvieron a 37 oC durante 30 mino El índice de espermatozoides capacitados se 

midiÓ indirectamente por su capacidad para responder a la ZP, midiendo RA. En los 

experimentos de inhibición por Ba2
+ se agregó I mM del catión divalente al medio 

capacitante desde el inicio de la incubación. 

B) REACCiÓN ACROSOMAL 

Después de capacitar, se tomaron 40 111 de espermatozoides y se colocaron en tubos 

Eppendorf que contenían el equivalente en g a 5 ZP/111 suficientes para inducir RA. En 
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los experimentos de inhibición se añadió I mM de Ba2+ 5 s antes de añadir el ligando y 

la RA se indujo mediante una incubación de 30 min a 37 oc. Una vez inducida la RA, 

las células se fijaron por 10 min con formaldehído al 10 %. Posteriormente se bañaron 

durante 5 min en 22 % de azul de Coomassie G-250, 50 % metanol y 10 % ácido 

acético glacial. Por último los espermatozoides se lavaron con PBS y se montaron en 

laminillas. Los espermatozoides que presentaron RA, se pudieron distinguir por el 

típico color azul que les confiere la tinción una vez que han exocitado el acrosoma (fig. 

8). 

C) MEDICIONES DEL POTENCIAL DE MEMBRANA 

Los espermatozoides capacitados y sin capacitar se resuspendieron (2X I 06 células/mi) 

en un tubo de registro al que se le agregó 3,3' -dipropiltiodicarbocianina, yoduro 

(DiSC3(5», Molecular probes, Eugene, OR) a una concentración final de I f..lM. La 

fluorescencia se midió con un fluorómetro Hansatech MkII (Norfolk, UK) a una 

longitud de onda de 620/670 nm excitación/emisión. En estas condiciones 

experimentales, la hiperpolarización de la membrana disminuye la intensidad de la 

fluorescencia. El registro se inició después de eliminar el potencial de membrana de la 

mitocondria con 100 nM del desacoplante carbonil cianida m-c1orofenilhidrazona 

(CCCP; Sigma Chemical Co., St Louis). Los niveles de fluorescencia del estado 

estacionario de la señal se convirtieron entonces a valores de Em. Para ello, primero se 

midió la fluorescencia cambiando las concentraciones de K+ extracelular mediante 

adiciones de KCl (1.25 a lO mM, concentración final) en la presencia de 650 nM de 
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Figura 8. Tinción diferencial con azul de Coomassie en espermatozoides reaccionados y no 
reaccionados, Fotografia digitalizada de una imagen en microscopía de contraste de fases, La 
flecha A muestra la región que corresponde a la posición del acrosoma en un espermatozoide 
no reaccionado; Flecha B indica la región del acrosoma teñido en un espermatozoide que 
presentóRA 
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valinomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis). Posteriormente el Em se calculó de 

acuerdo a la ecuación de Nemst (Hille, 1992), asumiendo una concentración intracelular 

de K+ de 120 mM y que la membrana es un electrodo para K+ bajo la presencia de 

valinomicina, un ionóforo selectivo para K+. El Em en espermatozoides capacitados en 

presencia de Ba2+ también se estimó mediante esta técnica. 
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IV 

RESULTADOS 

Los canales de K+ presentes en las células espermatogénicas de ratón se caracterizaron 

mediante el uso de la técnica de fijación de voltaje en la configuración de célula 

completa (fig. 7C). Mediante esta técnica se logró registrar y caracterizar parcialmente 

dos tipos de corrientes salientes atribuidas al ion K+. En adelante nos referiremos a estas 

corrientes como la corriente del tipo SI03 y la corriente saliente sensible aTEA + 

(previamente reportada por Hagiwara y Kawa, 1984). Una breve descripción de estas 

corrientes se presenta a continuación. 

1) LOS CANALES TIPO Slo3 

En el presente trabajo se reporta la existencia de un canal de K+ rectificador tardío en 

células espermatogénicas. La caracterización del canal se documentó con una serie de 

experimentos de fijación de voltaje en la configuración de célula completa. Las 

soluciones usadas fueron: solución interna con 150 mM de K+ y una solución externa 

con 2 mM de K+ (tabla 3 SPI y SBU). Un ejemplo de la corriente registrada se presenta 

en la figura 9, donde se muestra una familia de corrientes a diferentes voltajes, de rápida 
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Figura 9. Corriente de célula completa, tipo Sto3. A) Registros de corriente obtenidos de 
células espermatogénicas, el protocolo de voltaje se esquematiza en la parte superior de los 
trazos. B) Curva 1-V, la corriente se normalizó respecto a la amplitud de la corriente en estado 
estacionario al voltaje de 80 mV. Los puntos son el promedio de 5 experimentos 
independientes, con su respectiva ± DE. 
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activación (1:,c(=8.6 ms a 60 mV) y no inactivante durante los pulsos y tiempos probados 

(-80 a 80 mV y 300 ms). La corriente de la célula es de mayor magnitud conforme se 

incrementan los pulsos en el sentido depolarizante (fig. 9A). En estos registros se 

utilizaron soluciones bajas en Cl', con la idea de evitar la contaminación de corrientes 

de CI' previamerite reportadas en estas células (Espinosa, et al., 1999). La figura 9B 

muestra una gráfica de la amplitud de la corriente con respecto al voltaje, en estado 

estacionario, de los canales tipo S103. En esta gráfica se puede apreciar que el canal se 

empieza a activar a voltajes por arriba de -40 mV. Cabe mencionar que de 283 

simplastos estudiados solo en el 15% de la población se logró registrar ésta corriente. 

Como una evidencia de que la corriente saliente que se registró era dependiente de K+, 

una misma célula se registró usando una solución externa control que contenía 2 mM de 

K+ y en una que contenía 30 mM de K+. En estas soluciones se disminuyó al ion 

mayoritario metanosulfonato de Na+ en la misma concentración para no afectar su 

osmolaridad. En estos experimentos se pudo apreciar que la amplitud de la corriente 

disminuyó con respecto al control, como era de esperarse debido a la disminución de la 

fuerza impulsora al incrementarse la concentración externa de K+ (fig. 10). 

Una forma de determinar cuál es el ion que se está moviendo a través de un canal es 

trabajar con "protocolos de colas" durante los registros electro fisiológicos. Estos 

protocolos cambian la fuerza impulsora súbitamente (por cambios de voltaje) mientras 

el canal se encuentra abierto. Esta manipulación permite ver a que voltaje la corriente 
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Figura 10. Efecto del K+ externo sobre la corriente del tipo Slo3. Registros de célula completa 
en presencia de 2 y 30 mM de K+ externo como se indica, el protocolo de voltaje se 
esquematiza en la parte superior del trazo. 
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invierte (Erm donde el flujo neto de iones es cero). Con este valor experimental de Erev 

y sabiendo las concentraciones iónicas de las soluciones (interna y externa), se puede 

saber mediante la ecuación de Nernst si la corriente que se registra es atribuible a un 

solo ion. Si la corriente es el producto del flujo de más de un tipo de ion, entonces con 

la ecuación general del Erev de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) se puede saber la 

relación de permeabilidad entre los iones que se mueven a través del canal. Así, en la 

figura II A se muestra una familia de corrientes obtenidas de un simplasto mediante un 

protocolo de colas, el cual se muestra en la parte superior de la figura. De este tipo de 

registros se partió para hacer las curvas corriente voltaje, tomando la amplitud de la 

corriente al tiempo cero del cambio de voltaje. El valor se obtuvo ajustando una 

ecuación exponencial de segundo orden al trazo de la corriente, sin considerar datos al 

tiempo en el que existe una contribución importante de la corriente capacitiva, y 

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

La figura II B muestra la curva 1-V de la corriente al tiempo cero en el intervalo de 

voltaje de interés, y de ella se infiere que el Erev es cercano a -46 m V. Este valor esta 

alejado del EK (-96 m V), por lo que se puede concluir que el canal no es del todo 

selectivo para el ion K+. El otro ion que podría moverse a través del canal en nuestras 

condiciones experimentales sería el Na+, sin embargo, el valor del ENa (122 mV) teórico 

obtenido se aleja también mucho de Erev experimental. Por esta razón y considerando 

que los iones mayoritarios presentes en nuestras soluciones son Na+ y K+ se tomaron las 

concentraciones de estos para establecer la relación de permeabilidad entre ellos, 
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Figura 11. Protocolo de colas y potencial de inversión de la corriente del tipo Sto3. Corriente 
de célula completa evocada a 80 mV por 90 ms, voltaje en el que se tiene una fracción 
importante de canales abiertos, posteriormente se cambia el voltaje súbitamente a distintos 
valores lo cual cambia la fuerza electromotriz que mueve al ion responsable de la corriente, el 
protocolo se esquematiza en la parte superior del trazo. B) Curva 1-V, la amplitud de la 
corriente se tomo al inició del episodio "b". La línea se ajustó a una recta de la cual se puede 
estimar el Einv' 
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utilizando la ecuación de GHK. La relación de permeabilidad para PNa/PK resultó ser de 

0.2. 

A) BLOQUEO POR TETRAETILAMONIO y 4-AMINOPIRlDINA 

Los canales de K+ son típicamente sensibles al bloqueo por TEA+ y 4-AP. Estos 

compuestos cargados positivamente se probaron sobre la corriente del tipo Slo3. El 

TEA+ a 50 mM, concentración a la cual bloquea el 100 % de la mayoría de canales de 

K+ (Dolly yParcej, 1996), sólo bloqueó el 50 % de la corriente (fig. 12, panel superior). 

En contraste, 1 mM de 4-AP fue suficiente para bloquear la misma fracción de la 

corriente (fig. 12, panel inferior). Estos experimentos sugieren que el canal tipo Slo3 es 

más sensible al bloqueo por 4-AP que por TEA+. 

2) CANALES RECTIFICADORES TARDIOS 

En el presente trabajo, además de la corriente descrita anteriormente se registró una 

segunda corriente saliente en las células espermatogénicas. La curva I-V de esta 

corriente (fig. 13) muestra que el canal se empieza a activar a--40 mV. Esta corriente no 

presentó inactivación y tiene una constante de tiempo de activación (tae,) de 21.2 ms a 

60 mV (fig. 13). A continuación se estudió su sensibilidad al bloqueo externo por el 

TEA+. Los resultados muestran que con 50 mM de TEA+ se obtuvo un bloqueo del 100 

% de la corriente, indicando que este canal tiene una mayor sensibilidad al TEA + que el 

Slo3 (fig. 14). De esta manera, la segunda corriente saliente registrada en las células 
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Figura 12. Bloqueo de la corriente tipo 5103 por TEN y 4AP.A) Efecto de 50 mM de 
TEA + en la amplitud de la corriente. B) Efecto de 1 mM de 4AP en la amplitud de la 
corriente. La coriebte entrante incativante que se observa durante los primeros 50 ms es una 
corriente de Ca2

+ tipo T. El protocolo de pulsos utilizado se ilustra en la parte superior del 
trazo. 
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Figura 13. Corriente de célula completa a través del canal rectificador tardío. A) Trazos de 
corrientes obtenidas de células espermatogénicas, el protocolo de voltaje se esquematiza en 
la parte superior del trazo. B) Curva I-V, la corriente se normalizó respecto a la amplitud de 
la corriente en estado estacionario al voltaje de 80 m V. Los puntos son el promedio de 4 
experimentos independientes, con su respectiva ± DE. 
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Figura 14. Efecto del TEA + sobre el canal rectificador tardío. Registros electrofisiológicos de 
célula completa en espermatogénicas de ratón, en solución contro, en presencia de 50 mM de 
TEA + Y despues de haber removido el TEA" como se indica en la figura. 
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espennatogénicas del ratón comparte muchas características con la corriente .de K+ 

registrada en las células espennatogénicas de la rata originalmente descrita por 

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

3) CANALES K¡r 

En el presente trabajo, además de las corrientes salientes, se encontró evidencia de la 

presencia de un canal de K+ rectificador entrante en las células espennatogénicas del 

ratón. La caracterización de este canal se realizó mediante experimentos de fijación de 

voltaje en la configuración de célula completa y en condiciones equimolares de K+ (150 

mM). Un ejemplo de la corriente registrada se presenta en la figura ISA, donde se 

puede ver que se trata de una corriente de muy rápida activación, sin inactivación 

aparente a los voltajes y tiempos probados (-130 mV y 1800 ms). Asimismo, la 

corriente aumenta en respuesta a pulsos de voltaje hiperpolarizantes más alejados del EK 

(fig. ¡SE). Al Igual que en los registros de la corriente saliente, en este caso también se 

usaron soluciones equimolares y bajas en Cl", para evitar la contaminación de corrientes 

de Cl' previamente reportadas (Espinoza, et al., 1998). 
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Figura 15. Corriente entrante de K+ en células espermatogénicas de ratón. A) Corriente típica 
en respuesta a cambios de voltaje de 10 mV entre -110 y 50 mV iniciando de un potencial de 
mantenimiento de O mV en condiciones equimolares de K+ (tabla 3, BSI y PSI). La corriente 
que se observa al final del trazo se atribuye a la apertura de canales de Ca2+ a O m V. La 
representación esquemática del protocolo de voltajes se muestra arriba de los trazos. B) Curva 
Corriente-Voltaje. La corriente está normalizada a la máxima amplitud (-120 mV). Cada 
símbolo representa el promedio y ± DE de 9 células, cabe destacar que el voltaje al que 
rectifica la corriente coincide con el EK . 
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A) PROPIEDADES FUNDAMENTALES 

El Kext como determinante de la cOlTienle 

Para determinar la identidad de la cOlTiente entrante se desarrollaron experimentos 

en los que se pudiera valorar la dependencia a K+ de esta corriente. El reemplazo 

equimolar de K+ externo con N-Methil-D-Olucamina (NMDO+) o Na+ mostró que 

ambos cationes son considerablemente menos permeables que el K+. La Figura 16A 

muestra trazos de una cOlTiente típica de célula completa en respuesta a un pulso a -

80 mV a partir de un HP de O mV, con una duración de 1.8 segundos. En presencia 

de 128 mM KS03 en el medio externo, los experimentos revelan una corriente de 

rápida activación que no se inactiva durante el pulso. El reemplazo de K+ por Na+ o 

NMDO+ disminuye completamente la cOlTiente entrante. La figura 16B compara las 

amplitudes medias de las corrientes a -110m V normalizadas por la capacitancia de 

la membrana celular obtenidas en presencia de K+, Na + y NMDO+. 

Recti licación dependiente del EK 

Para cOlToborar que la corriente registrada en células espermatogénicas se debía a la 

activación de canales rectificadores entrantes selectivos a K+, se realizó una serie de 

experimentos de fijación de voltaje en presencia de diferentes concentraciones de K+ 

externo (128, 60 y 30 mM~ tabla 3 SBIV, V, VI). En estos se mantuvo fija la 

concentración interna de K+ (150 mM, tabla 3 SPI) y se observó que el potencial de 

inversión fue distinto en función de la relación entre las concentraciones interna y 

externa de K+. Dicha relación se ajusta a lo establecido en la ecuación de Nernst para un 
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Figura 16. Dependencia de la corriente al K+ externo. A) Efecto sobre la corriente entrante al 
sustituir K+ por Na+ o NMDG+ en la solución externa. El protocolo de voltaje se muestra en la 
parte superior del trazo. B) Densidad de la corriente entrante para cada uno de los iones 
extracelulares empleados, la barra representa la media de n= 3 y la línea vertical ± DE. 
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canal altamente selectivo que se comporta como un electrodo específico para un ion en 

particular (fig. 17 A). De este modo, se concluye que el canal Kir es dependiente y 

altamente selectivo al K+. Los canales registrados en estas células se comportan como 

los clásicos rectificadores entrantes, es decir, a potenciales positivos al EK la corriente 

saliente es mucho más pequeña que a voltajes a la izquierda del EK. La figura 17B 

muestra los potenciales de inversión (Einv) obtenidos experimentalmente en función de 

la concentración externa de K+ (círculos abiertos). Claramente, los puntos se ajustan 

muy bien a la función de la ecuación de Nernst (línea continua). Estos datos muestran la 

alta selectividad del canal por el ion K+ y la influencia del Einv en la rectificación del 

canal. 

La curva conductancia voltaje (g-V) muestra el valor de la conductancia en función del 

incremento en el voltaje con respecto al EK. En la figura 18A se grafica la curva g-V de 

la corriente Kin normalizando a la maxima g (-110m V). Dicha curva se puede describir 

bien con una función sigmoide de la forma g=Ix/(E-Ex), donde g es la conductancia, Ix 

la corriente del ion en estudio, E el voltaje de prueba y Ex el potencial de inversión del 

ion X. Interesantemente, en la curva g-V se observa que a voltajes a la derecha del EK 

existe una pequeña conductancia de aproximadamente el 9 % de la conductancia total. 

Esto ocurre cuando el EK es cero, es decir en condiciones equimolares del ion. Con la 

idea de investigar con más detalle como esta fracción se comportaba en función del K+ 

externo y del EK, a continuación se analizaron las curvas g-V a tres diferentes 

concentraciones de K+ externo obtenidas en una misma célula (fig. 18B). En estos 
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Figura 17. Relación corriente voltaje del canal Kir para 3 diferentes concentraciones de K+ 
externo. A) Curva 1-V del registro en una misma célula en presencia de diferentes 
concentraciones de K+ externo. En la figura se aprecia el cambio del voltaj e al que rectifica 
el canal. Los triángulos llenos en el eje X indican el potencial de inversión del ión K+ para 
las tres diferentes concentraciones utilizadas. B) Correlación de los potenciales de inversión 
con la ecuación de Nemst. Los círculos representan la media de al menos 5 células con su 
respectiva ± DE y la línea continua representa el comportamiento de la ecuación de Nernst 
en función de la concentración de K+ externo. Nótese que los datos experimentales se 
ajustan a la ecuación. 
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Figura 18. Curva conductacia voltaje del canal K;r' A) Curva g-V, los símbolos son el 
promedio de 9 células registradas de forma independiente con su respectiva ± ES. B) Curvas 
g-V de una misma célula, registrada bajo diferentes concentraciones de K+ externo. Círculos 
128, triángulos 60 y cuadros 30 mM de K+, la línea punteada indica los diferentes EK . 

Obsérvese que existe una fracción de canales (idicada por las flechas) dispuestos a abrirse a 
voltaj es aún a la derecha del EK . 
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experimentos cabe resaltar que la conductancia a la derecha del EK se mantuvo en la 

misma proporción para los tres casos. De manera similar a la curva descrita 

anteriormente, las curvas se ajustaron muy bien a una función sigmoide y resultaron 

paralelas entre ellas. Uno de los parámetros más informativos que se obtiene de dichos 

ajustes es la VYZ, que es el voltaje al cual se tiene la mitad de la conductancia maxima. 

Al graficar la VYZ en función de la [K]e se obtiene una recta de la cual es posible obtener 

la VYZ para [K+]e dentro del rango fisiológico (fig. 19A). A partir de dichos parámetros 

se puede simular la curva g-V para una concentración de 5 mM de K+ externo que esta 

dentro del rango de concentraciones fisiológicas. Esta simulación se presenta en la 

figura 19B mediante una línea punteada y para comparación se muestra en la misma 

grafica los ajustes de los valores experimentales obtenidos para tres distintas 

concentraciones externas de K+ en una misma célula. Al hacer esta simulación se pudo 

observar que la fracción de canales que están dispuestos a abrirse es mayor que lo que 

en nuestras condiciones experimentales observamos. Esto nos permite proponer que al 

igual que otros muchos canales de este tipo, su papel en la célula es permitir la salida de 

K+ del interior celular, dado que el potencial de membrana del espermatozoide está 

siempre a la derecha del EK en condiciones fisiológicas. 

Pcnncabilidad a Rb' y Na' 

El siguiente paso en la caracterización de los canales de K+ rectificadores entrantes 

encontrados en las células espermatogénicas fue investigar su selectividad. Para ello se 

recurrió al reemplazo del [K+]exl con Rb + o Na+. Se registraron corrientes de simplastos 
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Figura 19. EstimaciólI de la VI/, para concentraciones fisiológicas de K+ extracelular. A) 
Gráfica de las VY2 obtenidas experimentalmente con respecto a la concentración de K+ 
externo. De esta recta se pudo estimar que para 5 mM de [K+le la VYZ es de 68.5 m V. B) 
Simulación de la curva g-V para una concentración de 5 mM de [K+le . Tomando los mismos 
parámetros obtenidos de los ajustes de los datos experimentales y la VYZ que se tomó de la 
extrapolación, se simuló la g-V (línea punteada). Las líneas contínuas son los ajustes de los 
datos experimentales obtenidos en diferentes [K+le (símbolos en círculos y triángulos). 
Obsérvese que la fracción de canales disponibles a abrirse a voltajes a la derecha del El; en K+ 
externo fisiológico es mucho mas grande de lo estimado en condiciones experimentales. 
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con 150 mM K+ interno y los otros cationes externos tal y como lo muestra la figura 

20A. Por su parte, la figura 20B muestra la curva I-V obtenida al substituir 60 mM de 

K+ por una cantidad igual de Rb + o N a +. A partir de estos experimentos, las razones de 

permeabilidad de Rb+ y Na+ sobre K+ se estimaron usando la ecuación de Goldman­

Hodgkin-Katz (GHK). 

Erev= ((RT)/(zF) In ((P A [A]o)l(PB[B]¡» 

Donde R es la constante de los gases; T es la temperatura en °K;z es igual a la valencia 

del ion; F representa la constante de Faraday; P es la permeabilidad para cada 

determinado ion; A y B, son iones monovalentes.De esta ecuación se puede despejar la 

relación P A/PB• 

Los resultados del análisis utilizando la ecuación de GHK muestran valores de PX/PK 

de 0.21 y <0.021 para Rb+ y Na+ respectivamente, los cuales son muy similares a los 

reportados para otros canales Kir (ver tabla 1). De esta manera, el patrón de selectividad 

que se obtuvo fue: K+> Rb+> Na+. Con base en estas mediciones de selectividad iónica 

se pudo establecer que el canal muestra el mismo patrón de selectividad que otros 

canales de K+ rectificadores entrantes reportados anteriormente (ver tabla 1, Hille, 

1992). 

B) BLOQUEO POR Ba2
' Y Cs' 

Una de las principales características de los canales Kir es su susceptibilidad al bloqueo 

por Ba2+ y Cs+ (ver tabla 2). La figura 21A muestra el efecto de 300 JlM de Ba2+ o Cs+ 
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Figura 20. Permeabilidad del canal K¡r a Rb+ y Na+. A) Registros de corriente entrante en 
presencia de 60 mM de K externo (control, panel superior) o sustitución de K+ por Rb+ o Na+ 
panel inferior). B) Curva I-V de las mismas corrientes mostradas en A obtenidas en solución 
control símbolos llenos (tabla 3, solución BSVII) y soluciones conteniendo Na+ o Rb+ 
símbolos vacíos (tabla 3, soluciones BSVII1 y BSIX respectivamente). 
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Figura 21. Bloqueo del canal Kir por Ba2+ y Rb+. A) Registros de corriente entrante en 
respuesta a pulsos de voltaje desde un potencial de mantenimiento de O mV, antes y después 
de perfundir con una solución control (tabla 3, BSl) suplementada con 300J.lM de Ba2

+ o 
Cs+, respectivamente. B) Curva l-V de la amplitud de la corriente en estado estacionario 
obtenida de al menos 3 células como las mostradas en A. 

77 



agregados a la solución del baño sobre la corriente de célula completa. En presencia de 

Ba2+ o Cs + externo, la amplitud de la corriente macroscópica se abatió completamente a 

todos los voltajes probados (fig. 21). La figura 2lB resume los resultados obtenidos en 

3 experimentos independientes donde la disminución de la amplitud de la corriente en 

presencia de Ba2+ o Cs + se grafica en función del voltaj e. Estos resultados confirman la 

presencia en las células espermatogénicas de un canal K¡, con alta sensibilidad tanto a 

Ba2+ como a Cs+. Para evaluar cuantitativamente el grado de bloqueo por el Ba2+ se 

construyó una curva dosis-respuesta utilizando valores de la corriente medida en el 

estado-estacionario a -90 m V en presencia de diferentes concentraciones extracelulares 

del ion. Como se ilustra en la figura 22, el efecto del Ba2+ es dosis-dependiente yel 100 

% del bloqueo de la corriente se logra a concentraciones por arriba de 300 ~M. Los 

datos normalizados se ajustaron a una función sigmoide de la forma f=aJ(1 +exp -((x­

xO)/b», donde, a= y máxima; 1= corriente total; x= concentración de Ba2+ dada; xO= 

ICso ; b= factor de pendiente, de donde se pudo estimar una concentración que bloquea 

la mitad de la corriente (lCso) es de 15.4 ~M. 

Por otro lado, el bloqueo ocasionado por Cs + extracelular también es dependiente de la 

concentración, pero mostró una mayor dependencia al voltaje que para el caso del 

bloqueo por Ba2+. El Cs+ tiene mayor afinidad a voltajes menores a -60 mV y bloquea 

muy poco a potenciales de membrana más positivos que -50 mV (fig. 2IB). La 

dependencia del bloqueo por Cs + al voltaje se puede apreciar al graficar la fracción 

bloqueada de la corriente contra el voltaje de prueba para una concentración (fig. 23). 
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Figura 22. Curva Dosis-Respuesta del bloqueo por Ba2+. Fracción de la corriente bloqueada 
en función de la concentración de Ba2+, los símbolos representan el promedio de 3-7 células 
con su respectiva ± DE. Los datos se ajustaron a una función del tipo f=a/(l+exp-«x-xO)/b» 
de la cual se puedo estimar una lCso de 15.4 ¡.¡M. 
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Figura 23. Bloqueo del canal K;r por Cs+ es dependiente del voltaje. Fracción bloqueada del 
canal K;r respecto al voltaje para 30 y 300 11M de Cs+ (A y B, respectivamente). Los 
resultados fueron ajustados a una función de Woodhull, que describe el bloqueo dependiente 
de voltaje. Los puntos que se grafican son la media de tres experimentos independientes con 
su respectiva ± DE. 
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Los datos experimentales del bloqueo por Cs + dependiente del voltaje se pueden 

describir mediante la función de Woodhull (1973) que describe el bloqueo dependiente 

de voltaje. 

C) MECANISMOS DE RECTIFICACIÓN 

Los mecanismos de rectificación en este tipo de canales se han estudiado ampliamente. 

En la literatura se reporta que la rectificación puede darse por un bloqueo del canal, del 

lado interno, por poliaminas y/o iones de Mg2+. Esto ocurre a voltajes por arriba del EK• 

El mecanismo de rectificación de los canales K¡, presentes en las células 

espermatogénicas se estudió mediante el uso de un pulso muy depolarizante (100 m V). 

A este voltaje la entidad molecular (Mg2
+ y/o poliaminas) que bloquea el lado interno 

del canal propicia la rectificación. La figura 24 muestra el resultado del efecto del Mg2
+ 

interno en este bloqueo. Las células espermatogénicas se dializaron con una de dos 

soluciones internas (tabla 3 SPI y SPII). La solución control contenía 1 mM de Mg2
+ en 

la forma de MgCh. La solución de. la pipeta que se consideró como O Mg2+ no contenía 

este ion y además se utilizó el quelante EDTA (en lugar delEGTA) ya que tiene mayor 

afinidad por el Mg2+. Las células se registraron a concentraciones equimolares de K+. 

Todos los registros se comenzaron 2 minutos después de la formación del sello en la 

configuración de célula completa ya que a este tiempo se establece el equilibrio entre la 

solución de la pipeta y el citoplasma celular. La figura 24A muestra una familia de 

corrientes entrantes en presencia de Mg2
+ interno. El protocolo de pulsos utilizado se 

ilustra en la parte superior de los trazos. 
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Figura 24. Participación del Mg2+ en la rectificación del canal Kir' A) Registro de una familia 
de corrientes de K+ evocada por un protocolo de pulsos tal y como se indica en la parte 
superior del trazo. El registro se obtuvo con una. solución externa alta en K+ (tabla3, BSI) y 
una solución control en la pipeta con lmM de Mg2+ (Tabla3, PSI). B) Dos registros 
independientes, uno con una solución en la pipeta que contenía lmM de Mg2+ y otro con una 
solución sin Mg2+ y 5 mM de EDTA (Tabla3, PSI y PSI! respectivamente). Los trazos se 
muestran sólo en el voltaje y tiempo de interés (lOOmVy 40ms respectivamente) en donde el 
proceso de bloqueo por Mg2+ interno ocurre. La cinética de la corriente describe el bloqueo 
del canal. C) Comportamiento de la cinética de bloqueo en función de la presencia de Mg2+. 
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Así, a voltajes tan depolarizados como 100 mV, la corriente saliente decae muy 

rápidamente describiendo el bloqueo interno que da la rectificación. El curso temporal 

de esta corriente se describe muy bien por una función exponencial de segundo orden y 

se observa que las constantes de tiempo del bloqueo, rápida y lenta (trap Y 'tlen) no se 

modifican en soluciones sin Mg2
+ en comparación con la presencia de I mM de Mg2+. A 

ioo mV la 'trap es 0.7 ±0.2 y 0.7±0.3 ms para el control (n=6) y O Mg2+ (n=3) 

respectivamente. Mientras que al mismo voltaje 'tlen es de 7.5 ±1.4 Y 7.4 ±1.7 ms 

respectivamente. De forma interesante, la corriente del Kir no se. modifica cuando la 

solución intracelular no contiene Mg2+ (fig. 24B y C). La figura 24B muestra sólo dos· 

trazos en presencia y ausencia de Mg2+, para una mejor comparación. De este tipo de 

experimentos se puede concluir que el Mg2
+ no parece tener una participación 

importante en la rectificación del canal tal como se a reportado para otros canales K •. en 

trabajos sobre mecanismos moleculares de la rectificación (Hille 1992; Fakler, el al., 

1996). 

D) MODULACIÓN POR pH INTRACELULAR 

Con la idea de investigar la vía de modulación de este canal y dado que algunos 

miembros de. la superfamilia Kir .son sujetos a modulación por cambios en el pHi, a 

continuación se estudiaron las corrientes macroscópicas de células espermatogénicas en 

función de cambios en el pHi, La figura 25 muestra la dependencia a pH de los canales 

Kir presentes en las células espermatogénicas. Las células se mantuvieron a un HP de O 

m V durante el registro. En estos experimentos el pH de la solución externa (150 mM 
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Figura 25. Regulación del canal K;, por pHi' A) Registros electrofisiológicos del canal K¡, 
bajo distintas condiciones de pH intra y extracelular en una misma célula, como se indica en 
cada trazo. Los registros se obtuvieron con una solución en la pipeta baja en HEPES (Tabla3, 
PSIII). La célula se perfundió con distintas soluciones externas en el siguiente orden; control 
K-MeS03, pH7.4; K-MeS03, pH 6.3; KOOCCH3, pH 6.3 Y el lavado (Tabla3, BSI, XII, XI, 1, 
respectivamente). B) Curva I-V de la corriente normalizada a la máxima corriente a -130 mV, 
mostrando el promedio de 4-9 experimentos independientes y su ± DE en las diferentes 
condiciones como indica la leyenda. 
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KS03)se cambió de 7.4 (panel superior izquierdo) a 6.3 por ajuste con MeS04 (panel 

superior derecho) y se compararon las corrientes de la célula completa. 

Interesantemente, los cambios en el pHe no modificaron la amplitud de la corriente (n= 

4-7). Por otro lado, se sabe que pueden generarse modificaciones en el pHi mediante el 

uso de soluciones de acetato de K+ permeable a la membrana (Choe, et al., 1997), ya 

que el acetato se distribuye por difusión entre el exterior y el interior celular formando 

ácido acético en el interior de la célula. Para investigar el efecto de pHi sobre la 

conductancia macroscópica se decidió entonces utilizar una solución en el baño que 

contenía (en mM) 75 de KS03 y 75 de KOOCCH3 y se ajustó el pH a 6.3 (con MeS04). 

El uso de acetato de K+ permeable en la solución externa indujo una completa 

inhibición de la corriente (panel inferior izquierdo). Dicho efecto se pudo revertir 

parcialmente al lavar con la solución control, 150 mM de KS03 (panel inferior 

derecho). Aunque en estos experimentos no fue posible medir directamente el pHi, de 

acuerdo con datos previos de la literatura se puede suponer que el pHi tiende a igualarse 

al pHc. Las curvas I-V generadas en estos experimentos se muestran en la figura 25B, 

en la cual se comparan los valores de las corrientes durante una disminución en el pHe 

del baño de 7.4 a 6.3 en presencia o ausencia de acetato (n= 6-9), así como la 

reversibilidad del efecto (ver leyenda de la figura). Tomados en su conjunto, estos 

resultados sugieren fuertemente que el canal rectificador entrante registrado en células 

espermatogénicas, es sensible al pHi y no al pHe· 
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E) EFECTO DEL Ba2
+ SOBRE ESPERMATOZOIDES MADUROS 

Efecto de Ba2
+ durante la capacitación y la reacción acrosomal 

El potencial de membrana de los espermatozoides se hiperpolariza durante la 

capacitación in vitro (de aproximadamente -50 a -80 mV; Arnoult, et al., 1999). Para 

establecer si esta hiperpolarización se correlaciona con la activación de canales K¡n se 

analizó el efecto del Ba2+ a bajas concentraciones (300 J.1M) en el proceso de 

capacitación. Sacando ventaja del hecho de que sólo los espermatozoides capacitados 

pueden llevar a cabo la RA en respuesta a la ZP, se midió la RA como una forma 

indirecta de la capacitación. La figura 26A muestra que sólo una fracción de 

aproximadamente 10 % de los espermatozoides incubados en medio carente del 

inductor ZP sufren RA (RA espontánea) (espontánea). En comparación, un porcentaje 

significativo de los espermatozoides incubados en un medio con ZP desarrollan RA 

(inducida con ZP). De forma interesante, el porcentaje de RA disminuyó 

significativamente cuando las células se preincubaron con 300 11M de Ba2+ durante la 

capacitación (300J.1M Ba2
+ + ZP). Por otro lado, se realizaron experimentos para 

discernir si el efecto inhibitorio del Ba2+ tenía lugar durante la capacitación y/o la RA. 

Para ello, en una serie inicial de experimentos los espermatozoides se dejaron capacitar 

por media hora en ausencia de Ba2
+, y 5 segundos antes de agregar ZP, se suministró 

300 11M de Ba2
+. En estos experimentos no se observó un efecto del Ba2

+ sobre la RA 

(fig. 26 ZP + 300l1M Ba2+). De estos experimentos se puede concluir que el efecto del 

Ba2+ ocurre durante la capacitación y no en el proceso de la RA. Como un control del 

efecto especifico del Ba2
+ sobre la capacitación y de la viabilidad celular en presencia 
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Figura 26. Efecto de Ba2+ sobre la capacitación y la RA. Determinación del % de RA como 
medida indirecta de la capacitación. Los espermatozoides de ratón fueron incubados en 
presencia de ZP durante 30 min y la RA se midió como se describe en materiales y métodos. 
Las barras representan la RA espontánea que ocurre en ausencia y presencia del inductor 
fisiológico con o sin Ba2+ (300 ¡.1M), como se indica. Dos de las muestras se incubaron 30 
minutos en presencia de 15 ¡.1M ionomicina (iono) solas o en presencia de Ba2+ como un 
control positivo (11=5 y 10 respectivamente). Los datos representan la media ± DE de por lo 
menos 4 experimentos independientes. El asterisco indica que la diferencia con el control de la 
media es estadisticamente significativa. 
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de Ba2
+, se realizaron experimentos de RA inducidos por ionomicina, un ionóforo para 

Ca2
+ que induce RA de modo independiente a la capacitación (barra 5 y 6). El efecto del 

Ba2
+ tuvo un 10 % de efecto sobre la RA inducida por el ionóforo. 

Efecto de Ba2
+ sobre el Em del espermatozoide 

Como alternativa para analizar las consecuencias de manipular la corriente del canal Kir 

en los espermatozoides durante la capacitación in vi/ro, se midió el Em utilizando un 

fluoróforo sensible al voltaje. El Em de los espermatozoides en reposo que se estimó por 

este método fue de -52 ±6 mV (n=lO determinaciones separadas). En comparación, el 

Em de espermatozoides que ya culminaron la capacitación in vi/ro resultó más negativo, 

-68 ±6 m V (fig. 27) tal y como se había reportado anteriormente (Arnould, el al., 1999). 

Interesantemente, el Em de las células capacitadas en presencia de 1 mM de Ba2
+ se 

mantuvo en valores muy similares a aquellos de células sin capacitar (-53 ±7 mV), 

sugiriendo que el bloqueo del canal de Kir por el Ba2
+ durante la capacitación previene 

la hiperpolarización de la membrana (Fig. 27). 

Se ha descrito previamente que otros canales de K+ pueden bloquearse 

inespecíficamente con altas concentraciones de Ba2
+ (Nichols and Lopatin 1997). En las 

células espermatogénicas, tal y como se ha descrito en el presente trabajo, se han 

registrado dos tipos de canales altamente selectivos a K+, por lo que a.continuación se 

probó el efecto de 1 mM de Ba2
+ en ambas corrientes. La figura 28A muestra corrientes 

de K+ de célula completa sobrepuestas, en ausencia o presencia de 1 mM de Ba2
+ 
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externo. Aquí se puede ver que la adición de Ba2
+ a la solución del baño reduce de 

manera evidente la amplitud de la corriente entrante (trazo superior), pero no la 

corriente saliente (trazo inferior). El porcentaje del efecto de Ba2+ en éstas corrientes se 

compara en la figura 28B. Estos resultados muestran que concentraciones de Ba2+ (1 

mM) bloquean completamente la corriente del Kir (fig. 28) pero no afecta la corriente 

saliente. Por lo tanto de manera secundaria, estos datos apoyan fuertemente la idea de 

que el efecto de Ba2+ sobre el potencial de membrana del espermatozoide se debe a un 

bloqueo de los canales Kir y no sobre el rectificador tardío. 
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Figura 27. Efecto de Ba2+ sobre la hiperpolarización del Em que ocurre durante la 
capacitación. El cambio del potencial de membrana entre células no capacitadas y capacitadas 
se aprecia en la diferencia que existe entre las dos primeras cajas, mientras que el efecto de 
Ba2+ (lmM) se evidencia al comparar las 2 últimas. El asterisco indica que la diferencia de la 
media es estadisticamente significativa. 
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Figura 28. Especificidad de Ba2+ sobre el canal K¡r' A) Registros sobrepuestos de la corriente 
entrante (panel superior) y saliente (panel inferior) de K+ obtenidas de células 
espermatogénicas representativas antes y después de la exposición a Ba2+ (1 mM). La línea 
punteada marca el nivel de cero corriente. Los registros se obtuvieron utilizando el protocolo 
de pulsos de voltaje que se ilustra arribade cada trazo. B) Resumen estadístico de la amplitud 
de la corriente de K+ en presencia de 1mM de Ba2+ como en A(n=4). 
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. DISCUSIÓN 

TESIS CON 
FALLA DE ORiGEN 

El proceso de fecundación en los mamíferos es un evento fisiológico bastante estudiado. 

Pese a ello, muchas de las interrogantes fundamentales continúan sin una respuesta 

definitiva. En el presente trabajo se desarrollaron una serie de experimentos que 

permitieron ayudar a entender como es que proteínas como los canales iónicos 

participan en ciertos procesos previos indispensables a la fecundación, que ocurren en el 

espermatozoide como son la capacitación y la RA. 

El estudio de los canales iónicos en el espermatozoide de mamífero es. un campo 

relativamente nuevo y pobremente estudiado. El empleo de técnicas nuevas en la 

caracterización de dichas proteínas, como la electro fisiología y el uso de marcadores 

iónicos fluorescentes han ayudado en gran medida a la caracterización de los canales. 

Sin embargo, en el caso particular del espermatozoide de mamífero el uso de estas 

técnicas no ha resultado trivial, debido a su muy particular naturaleza anatómica y 

funcional. 

Como alternativa, en 1994 se utilizó la técnica de fijación de voltaje en la configuración 

"inside-out" en vesículas de espermatozoides de bovino y de humano. En ese trabajo se 
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identifico un canal catiónico modulado por GMPc. Dicho canal se clonó a partir de un 

banco de ADNc de bovino y se expresó en un sistema heterólogo. Actualmente, no 

existen evidencias experimentales que permitan establecer su relevancia fisiológica en 

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

Una estrategia alternativa para estudiar canales en el espermatozoide es el uso de las 

células espermatogénicas. Durante la espermatogénesis, los últimos estadíos previos al 

espermatozoide maduro (paquiteno, espermátida redonda y espermátida condensante) 

tienden a deshacerse de su maquinaria de síntesis proteica (Gillam, et al., 1979). 

Considerando esto, se ha sugerido que las proteínas que requerirá el espermatozoide 

maduro durante el proceso de fecundación ya están presentes en estos estadíos 

celulares. Ya que estas células son más grandes, permiten el uso de técnicas 

electrofisiológicas convencionales que pueden dar luz sobre los tipos de canales iónicos 

que tendrá el espermatozoide maduro. No obstante, cualquier conclusión derivada del 

estudio de las células espermatogénicas debe validarse con experimentos realizados 

directamente en espermatozoides maduros, como la determinación del Em, capacitación, 

RA y ensayos de inmuno-detección cuando sea el caso. 

En 1984, Hawigara y Kawa registraron por primera vez corrientes iónicas en células 

espermatogénicas de rata haciendo uso del "Patch Clamp" en la configuración de célula 

completa. Ellos encontraron dos tipos de corrientes claramente distinguibles entre sí, 

una de ellas fue una corriente entrante de Ca2
+, que en los últimos años se ha venido 
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caracterizando en detalle. Sin embargo, de la otra corriente, una corriente entrante de K+ 

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

Por otro lado, algunos estudios in vitro han puesto de manifiesto la importancia del K+ 

durante la capacitación. Así, los espermatozoides capacitados en altas concentraciones 

de K+ externo muestran una menor eficiencia de RA (Arnoult, et al., 1999). Con estos 

antecedentes resultaba de suma importancia determinar hasta donde el flujo del ion K+ 

es relevante en los procesos de capacitación y RA en el espermatozoide, así como 

cuales son los canales de K+ involucrados en este proceso. De este modo, mediante el 

uso de la técnica de "Patch Clamp" en la configuración de célula completa se inició una 

minuciosa investigación de los canales de K+ presentes en las células espermatogénicas 

de ratón. 

En el presente trabajo, además del canal previamente reportado por Hawigara y Kawa 

(1984), se lograron registrar dos tipos de canales nuevos de K+. En este sentido aquí se 

presenta por primera vez la caracterización de 2 diferentes canales de K+ presentes en 

estas células. El canal rectificador tardío previamente reportado (Hagiwara y Kawa, 

1984) se presentó en -80 % de las células registradas y en una baja densidad 

(amplitudes de corriente de 30-200 pA/simplasto). La caracterización parcial de este 

canal muestra propiedades similares a las previamente descritas (figs. 13 y 14). 
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En cuanto a los canales nuevos: 1.- Un. canal del tipo SI03 de alta expresión en algunas 

células (amplitud de corriente de 500 a 3000 pAlsimplasto), se presentó sólo en ~ 12 % 

de los simplastos registrados (ver fig. 9). Los datos mostrados en esta tesis constituyen 

la primera evidencia experimental de la presencia de este tipo de corriente en las células 

espermatogénicas del ratón. 2.- El canal Kir, también descrito por primera vez en este 

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

CANAL DEL TIPO Sto3 

De forma simultánea a nuestro trabajo, el grupo de Salkoff en 1998 clonó a partir de un 

banco de ADNc de testículo de ratón un canal de K+ que nombraronSl03. Este canal se 

caracterizó electrofisiológicamente en un sistema de expresión heterólogo, pero no 

lograron caracterizarlo directamente en las células de origen .. Los resultados de su 

estudio en ovocito son muy similares a los obtenidos en el presente trabajo para el canal 

del tipo S103. Pese a que se pueden realizar algunas especulaciones en relación con sus 

implicaciones fisiológicas, no existe aun evidencia directa alguna que permita definir 

", con absoluta certeza el papel fisiológico de este canaL El hecho de que este canal sea 

pobremente selectivo para ic+ con respecto a Na+ (P¡JPNa=5/l), permite establecer que 

bajo condiciones iónicas fisiológicas ([K+]e= 5 mM y [K+];=150 mM (Espinosa, et al., 

1995)) el canal de tipo SI03 permitiría el flujo de una corriente iónica con un EKrev de -

45 m V. De esta manera si una fracción de estos canales estuviese parcialmente abierta 

podría influir significativamente en el establecimiento del Em de reposo llevándolo 

cerca de este Erev. El Em del espermatozoide se estima es alrededor de -56 mV, el cual, 
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es relativamente positivo en comparación a otros tipos celulares que oscilan entre -70 y 

-100 mV. La presencia y apertura parcial durante el reposo de un canal Slo3 en el 

espermatozoide podría explicar el valor del potencial de reposo de estas células. N o 

obstante, se requiere de una mejor caracterización biofísica y farmacológica de este 

canal para tener herramientas que nos permitan establecer su papel fisiológico en el 

espermatozoide. Por ejemplo, una vez que se tenga un fármaco específico para el canal 

tipo Slo3 podría determinarse in vitro la contribución de este canal en el Em mediante el 

uso de colorantes fluorescentes sensibles a voltaje. 

EL CANALKir 

La tercera corriente registrada en las células espermatogénicas del ratón corresponde a 

una del tipo transportada a través de canales del tipo KiT> un rectificador entrante. Como 

se muestra en la sección de Resultados este canal es altamente selectivo para K+ 

(figs.16, 17 ,20), susceptible al bloqueo por Ba2+ (ICso 15.4 11M) (figs. 21, 22 Y tabla 2) 

y modulado positivamente por incrementos de pHi (fig. 25). Cuando se finalizaba la 

caracterización de este canal se publicó un reporte del grupo de Pessia y sus 

colaboradores (1999) en relación con la identificación de un canal Kir en células 

espermatogénicas y espermatozoide de rata. Dichos autores identificaron a la_subunidad 

a Ki, 5.1 mediante el uso de RT-PCR en las células espermatogénicas y mediante 

inmunofluorescencia en las' células espermatogénicas y el espermatozoide maduro 

(Salvatore, et al., 1999). Sin embargo,estos autores no pudieron registrar la actividad de 

este canal en las células de origen. La subunidad a K;, 5.1 en sistemas de expresión 
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heteróloga, sólo puede dar una corriente funcional cuando se coexpresa como 

heterotetrámero con la subunidad 4.1. De estos datos, dichos autores concluyeron que el 

ARNm y la proteína del Kir 5.l está presente en las células espermatogénicas yen el 

espermatozoide, además de que probablemente la expresión funcional de esta subunidad 

a requiera de la asociación con otra subunidad a de los miembros de la familia Kir' En 

su defecto, quizá el homotetrámero funcione por algún mecanismo de regulación que 

dependa de otra subunidad accesoria presente en el espermatozoide. De nuestros datos y 

los del grupo de Pes si a es difícil poder establecer si la corriente que nosotros 

caracterizamos es producto de una subunidad a 5.1. Por un lado, tanto el 

heterotetrámero 4.1-5.1 como nuestro canal Kir presentan mayor sensibilidad a Ba2
+ que 

a es +, pero las cinéticas de activación son más lentas en el heterotetrámero que las 

registradas en el presente trabajo. No obstante, los ensayos sobre la dependencia al pHi 

del heterotetrámero 4.l-5.l ponen en evidencia que la subunidad a 5.l confiere dicha 

sensibilidad al canal, ya que el homotetrámero de la subunidad a 4.1 es mucho menos 

dependiente del pHi. Sin embargo, ya que existen evidencias de otras subunidades a de 

canales Kir que son susceptibles a pHi se abre la posibilidad de que la corriente 

registrada en las células espermatogénicas del ratón sea el producto de cualquiera de las 

otras subunidades que se sabe son sensibles a pHi o incluso una nueva. De este modo, 

resulta interesante buscar mediante estrategias experimentales de biología molecular 

cual o cuales son las subunidades a que son responsables de la corriente registrada en 

este trabajo. 
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, , 
IMPLlCACION FISlOLOGICA DE LOS CANALES Slo3 y K¡r 

Los resultados de experimentos in vitro de capacitación y RA nos permitirán discutir 

una posible contribución fisiológica de los canales Slo3 y Kir durante el proceso de 

capacitación. 

En el espermatozoide de los mamíferos se han caracterizado dos intercambiadores 

HC03'/If' bicarbonato/protón farmacológicamente diferentes, que en condiciones de. 

reposo mantienen niveles de pHi bajos (6.4). Tal y como se mencionó con anterioridad, 

el potencial de membrana del espermatozoide está regulado principalmente por la 

relación de permeabilidad entre los canales Slo3 y Kir. Con el nivel de pHi relativamente 

ácido en el reposo, resulta razonable proponer que la permeabilidad predominante al K+ 

estaría dada a través de los canales Slo3 por lo que el potencial tendería a --45 m V, en 

concentraciones fisiológicas de Na+ y K+ intra y extracelulares. Sin embargo, el 

potencial no tendría que ser igual a --45 m V pues la presencia de otros canales 

seguramente estarían influyendo, incluso el propio Kir podría estar participando. 

Antes de iniciar la capacitación, el Kir presenta una baj a probabilidad de apertura a pHi 

de 6.4. No obstante, durante la capacitación el espennatozoide presenta una serie de 

cambios que incluyen incrementos en el pHi (Zeng, et al., 1996) que pueden conducir a 

un aumento en la probabilidad de apertura de los canales Kir sensibles a pHi (fig. 25 A Y 

B) cambiando de este modo la relación de permeabilidad con respecto al Slo3. 

Considerando la alta selectividad del Kir por K+, la apertura de estos canales llevaría al 
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Em a valores cercanos al EK (-96 mV). De este modo, el potencial se desplazaría a 

valores más negativos durante la capacitación como se ha reportado por Arnoult, 

(1996). Esta hiperpolarización está documentada extensamente en la literatura, sin 

embargo, no se conocía la entidad molecular responsable y como se regula. En este 

trabajo se pudo demostrar que dicha hiperpolarización es en gran parte causada por la 

apertura de los canales Kir (ver fig. 27). 

Nuestros resultados también mostraron que 300 11M Ba2+ Bloquea al canal KiT 

previniendo la hiperpolarización generada durante la capacitación (fig. 27). De este 

modo se puede sugerir una implicación directa del canal KiT en la hiperpolarización que 

ocurre durante la capacitación, también desde luego en función de su alta selectividad 

para K+ (figs. 16, 17 Y 20). Considerando el hecho de que el pHi regula al canal, resulta 

razonable pensar entonces que el incremento de pH citoplásmico es un prerequisito para 

que la hiperpolarización sede durante la capacitación. Sin embargo, es necesario realizar 

experimentos adicionales para corroborar o descartar esta propuesta. 

PAPEL FISIOLÓGICO DE LA HIPERPOLARIZACIÓN DURANTE 

LA CAPACITACIÓN 

La relevancia funcional de la hiperpolarización que ocurre durante la capacitación es 

motivo de amplias discusiones en diversos trabajos (Zeng, el al., 1995; Visconti, el al., 

1995). La mayoría de dichos trabajos apuntan a que la depolarización remueve la 

inactivación de los canales de Ca2
+ del tipo T dejándolos disponibles para que se abran. 
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Una de las características de estos canales es que a potenciales positivos entran en un 

estado inactivo a partir del cual no se pueden activar. La fonna para quitar dicha 

inactivación es mediante una hiperpolarización previa a la depolarización que los abrirá 

(Lievano, el al., 1996; Espinosa, el al., 2000). En el caso del espennatozoide del 

mamífero, en el potencial de reposo menos del 20% de los canales de Ca2+ están 

disponibles para abrirse por depolarizaciones (Santi, el al., 1996). Así, un potencial de 

reposo relativamente positivo asegura la inhabilitación de los canales de Ca2+ tipo T, 

por tanto, una baja penneabilidad de Ca2
+ a través de estos en el reposo. Por el 

contrario, una hiperpolarización previa a la RA, como ocurre en la capacitación, habilita 

y deja disponibles a más del 90% de los canales tipo T para abrirse durante la RA. 

Cómo se modula la apertura de los canales de Ca2+ durante la RA, es un tema en el cual 

aun hay muchas preguntas por contestar. Existen datos que sugieren que el canal puede 

ser sujeto a modulación por fosforilación, albúmina y calmodulina (Amoult, el al., 

1997; Espinosa, el al., 2000; López-González, et al., 2001). Estas observaciones 

podrían sugerir que la apertura de los canales de Ca2
+ durante la RA no solo depende de 

la depolarización, sino que podría estar sujeta a otras vías de regulación. Sin embargo, 

los datos al momento son debatibles por lo que hay un arduo trabajo que realizar en este 

sentido. 

El presente trabajo proporcIOna evidencia experimental que demuestra que la 

hiperpolarización es previa e indispensable a la RA y que probablemente se genera por 
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un incremento en la permeabilidad a K+ a través de canales Kir modulados 

positivamente por un aumento de pHi que ocurren durante la capacitación (ver fig. 29). 

SECUENCIA DE EVENTOS DURANTE LA CAPACITACIÓN YLA 

RA 

Con base en los resultados del presente trabajo, en la figura 29 se muestra un esquema 

de eventos que proponemos podrían ocurrir durante la capacitación y la RA. Además se 

sugiere cómo los canales Ki, podrían participar directamente en el proceso de la 

capacitación e influir sobre la RA. Esta figura muestra algunas de las moléculas 

involucradas en la capacitación y la RA, así como los pasos secuenciales que 

probablemente se dan durante estos procesos. 

Al inicio de la capacitación se da un cambio en la actividad de los intercambiadores 

HC03'/H+, así mediante la salida de H+ se produce una alcalinización de la célula 

incrementando la apertura del canal Kir. Al abrirse este canal se genera una salida del 

ion K+ hacia el exterior de la célula y por consiguiente una hiperpolarización celular. 

Dicha hiperpolarización removería la inactivación de los canales T, dejandolos 

habilitados para abrirse por algún estimulo. Esta cascada de eventos se representa en el 

panel A de la figura 29 y se documenta con la figura superior de dicho panel, en la que 

se muestran los cambios de pHi y Em que se han reportados en la literatura (Zeng, et al., 

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

capacitación. 

El panel B muestra la cascada de eventos que se lleva acabo en el espennatozoide una 

vez que se a capacitado y que es expuesto a ZP. Cuando el receptor de membrana de ZP 

entra en contacto con su ligando, el espennatozoide inicia la RA. Mediante una vía no 

bien establecida este receptor regula la apertura de los canales de Ca2+ tipo T, 

generando incrementos en las [Ca2
+]¡ libres en el citoplasma. Dicha entrada de Ca2+ es 

indispensable se lleve acabo para que la célula pueda desarrollar exocitosis acrosomal y 

poder penetrar la ZP y fecundar al óvulo. En la parte superior del panel B, se documenta 

la entrada de Ca2
+ durante la RA mostrando un trazo en el que Se mide [Ca2+]¡ en una 

sola célula, mediante un marcador. fluorescente para este ion (O 'Too le, et al., 2000). 

De esta fonna, se puede sugerir que la presencia de un canal de K+ como el K¡, en 

células espennatogénicas resulta de gran importancia para el espennatozoide durante 

los procesos de Capacitación y RA. Cambios en el potencial de membrana durante estos 

eventos son importantes y pueden estar modulados o influenciados significativamente 

por el flujo de K+ a través de este tipo de canales. 
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Figura 29. Modelo de la implicación funcional del canal K;, modulado por plI; durante la capacitación 
y la RA. A) Cascada de eventos que podrían darse durante la capacitacion.B) Cambios de Ca2+ durante 
la RA, una vez se ha unido la ZP a su receptor en la membrana del espermatozoide. 
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VI 

CONCLUSIONES 

Como se mencionó en los antecedentes el espermatozoide debe pasar por un proceso de 

maduración llamado capacitación que lo habilita para llevar a cabo la reacción 

acrosomal (RA) y fecundar con éxito al óvulo. En ambos procesos existen cambios en 

los niveles de segundos mensajeros y en la regulación de los flujos iónicos. En la 

capacitación destaca una hiperpolarización del potencial de membrana (Em) Y un 

aumento en el pH intracelular (PHi). En la RA por su parte, se da una entrada de Ca2+ 

rápida y transitoria, muy probablemente a través de canales de Ca2
+ sensibles a voltaje 

del tipo T, seguida de una entrada de Ca2
+ lenta y continua que probablemente se deba a 

una corriente a través de otro tipo de canales conocidos como canales operados por el 

vaciamiento de los almacenes intracelulares de Ca2
+ (SOC, por sus siglas en inglés) o 

también llamados simplemente canales capacitativos (O 'Too le, et al., 2000). De lo 

anterior es importante resaltar que la(s) entidad(es) molecular(es) que regula(n) la 

hiperpolarización durante la capacitación no se conocen, y que tampoco está claro el 

mecanismo por el cual la célula se depolariza durante la RA para abrir los canales de 

Ca2
+ tipo T. Estos canales se encuentran en su mayoría en un estado inactivo al 

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

respuesta a la depolarización de la membrana. 

En el presente trabajo se presentan evidencias experimentales de la presencia de un 

canal de K+ rectificador entrante (Kir), de alta selectividad al ion K+, y con baja 

probabilidad de apertura tanto a los niveles de pHi en el reposo (- 6.5). Durante la 

capacitación el pHi se incrementa en - 0.2 unidades, lo cual puede aumentar. 

significativamente la probabilidad de apertura del canal KiT permitiendo la salida de K+ 

en función de su gradiente electroquímico, dando. como consecuencia una 

hiperpolarización dependiente de pHi' Esta hiperpolarización sería suficiente para quitar 

la inactivación de los canales de Ca2+ tipo T y dejarlos disponibles para abrirse en 

respuesta a una depolarización subsecuente. Durante la RA inducida por el agonista 

fisiológico (zona pellucida, ZP) se produce una depolarización suficientemente alta 

como para activar los canales de Ca2+ del tipo T. Esta depolarización podría darse por 

un cierre de los canales Kir que ocasionaría que el potencial de membrana (que puede 

llegar a valores tan negativos como -80 mV durante la capacitación) tendiera al 

potencial de reposo, voltaje suficiente .para activar una fracción importante de canales 

de Ca2+. Una posibilidad alternativa, sería que la apertura de canales del tipo Slo3 (poco 

selectivos a K+ respecto a N a +) podría llevar el potencial de membrana al potencial 

inversión de la corriente que se mueve a través de ellos (- -45m V), con la consecuente 

activación de los canales de Ca2+. 
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De este modo se puede concluir que los canales del tipo S/03 y Kir son piezas de suma 

importancia en la fisiología del espermatozoide. Ambos tipos de canales podrían 

contribuir de manera muy importante al establecimiento del Em en estas células durante 

los diferentes estadíos. La contribución de cada uno de ellos al potencial de membrana 

bajo. ciertas condiciones fisiológicas podría determinar su participación en la 

hiperpolarización que acompaña el proceso de capacitación, y controlar así el 

comportamiento de los canales de Ca2+ cuya activación parece ser un requisito 

indispensable para el desarrollo de la RA. Además, existe la posibilidad de la 

participación de estos canales en otros procesos de maduración del espermatozoide 

como la espermatogénesis, así como en eventos posteriores en la fecundación como la 

fusión de los gametos. 
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VII 

PERSPECTIV AS 

1) Caracterizar con mayor detalle las propiedades biofisicas y farmacológicas de los 

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

ratón. Esto permitirá definir la fisiología de cada uno de . ellos en experimentos in 

vitro de capacitación y la RA. 

2) Investigar los mecanismos de regulación de los canales de K+. Estudiando 

principalmente niveles de fosforilación y modulación por segundos mensajeros. 

3) Determinar la(s) vía(s) de modulación de estos canales resulta de suma importancia. 

Esto permitirá ubicarlos en un contexto global en las cascadas de señalización que 

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

4) Identificar la naturaleza molecular de estos canales, mediante herramientas de 

biología molecular y bioquímicas como la inmunocitoquímica. Esto permitirá 

conocer acerca de la variabilidad de estas proteínas, así como de las diversas vías 

que pueden modular a estos canales. 

5) Determinar la participación de estos canales en otros eventos fisiológicos. 

Fundamentalmente su contribución durante la espermatogénesis. 
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ANEXOS 

LISTA DE ABREVIATURAS 
A Amper 
ABC Gnipode proteínas con una secuencia consenso de unión a ATP 
AC Adenilato Ciclasa 
ADNc 
AMPc 
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ATP 
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C9 
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CTX 
DE 
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DNA 
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EN. 
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fig. 
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GMPc 
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HP 
Hz 
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Ácido Desoxinucleico Complementario 
Adenosina Monofosfato Cíclico 
Acido Ribonucleico Mensajero 
Adenosina Trifosfato 
Albúmina de Suero Bovino 
Trietilamonio 
Carbonil Cianida m-Clorofenilhidrazona 
Colaboradores 
Caribdotoxina 
Desviación estandar 
Dihidropiridinas 
3,3' -dipropiltiodicarbocianina, yoduro 
Acido Desoxinucleico 
Dendrotoxina 
Proteínas de Unión al Huevo 
Etilendinitrilotetracetato Disódico 
Etilen Glicol- bis(D-Aminoetil Eter) N,N,N' ,N' -Ácido tetraacetico 
Potencial de Inversión 
Potencial de Equilibrio del K+ 
Potencial de Membrana 
Potencial de Inversión de Na+ 
Potencial Reverso de la Corriente 
Error Estandard 
Figura 
Conductancia 
Gramo 
Ácido y-aminobutirico 
Guanosina Monofosfato Cíclico 
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N-[2-Hidroxietil]piperazina-N' -[Ácido 2-etanosulfonico] 
Potencial de Mantenimiento ("Holding Potential") 
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Kd 
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pH 
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Vol 
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<,ct 

Concentración molar necesaria para producir la mitad del efecto 
Corrientes hiperpolarizantes 
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