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Resumen

La fecundacién es el proceso mediante el cual se fusionan los gametos
femenino (6vulo) y masculino (espermatozoide). Para llevar a cabo este
evento de forma exitosa, el espermatozoide posee un conjunto particular de
canales ionicos. Se ha detectado mediante diferentes técnicas la expresién
del canal Slo3 en espermatozoides de raton. La ausencia de este canal
selectivo a potasio (K*) que depende del voltaje y del pH intracelular (pHi),

produce infertilidad en ratones nulos a Slo3 (Slo37).

En este trabajo nos enfocamos en investigar si el canal Slo3 esta presente en
células espermatogénicas de raton y tiene las mismas caracteristicas
electrofisioldgicas y farmacologicas que el estudiado en espermatozoides

epididimales (maduros).

Se realizaron experimentos con la técnica electrofisiologica de fijaciéon de
area de membrana “patch-clamp” en la configuracion de fijacion de voltaje
en célula completa. Se registro la corriente idnica de potasio (I) de células
espermatogénicas redondas de ratones silvestres y de ratones Slo3”".
Encontramos que el canal Slo3 se expresa en el 60% de las células
registradas de ratones silvestres (Slo3*/") y no en las de ratones Slo3”". La
corriente de K* del canal Slo3 (Iksi03) se activa a potenciales depolarizantes
(>25 mV), a pHi alcalino (pH 8) y se bloquea con clofilium (50 pM). La
activacion por voltaje y pHi asi como el bloqueo de la corriente con el
inhibidor clofilium muestran el mismo patron reportado para la Iksio3 de

espermatozoides de raton.




Estos hallazgos nos permiten sugerir que las células espermatogénicas, al
ser células nativas, representan un excelente modelo de estudio del canal
Slo3, esta caracteristica aunada a su tamafio y forma permitird realizar
investigacion farmacoldgica mediante la técnica de fijacion de area de

membrana automatizada “automated patch-clamp”.

Palabras clave: Canal Slo3, células espermatogénicas, pHi, clofilium,

fijacién de area de membrana “patch-clamp”.




Abstract

Fertilization is the process in which the female (egg) and male (sperm)
gametes fuse. To perform this event successfully sperm require a
particular set of ion channels. Slo3 channels have been recorded in mouse
sperm using different techniques. The absence of this K* selective, voltage
and intracellular pH dependent channel produces infertility in knock out

Slo3 mice (Slo3™7).

Here we focus in investigating if the Slo3 channel is functionally present in
mouse spermatogenic cells and if it has the same electrophysiological and
pharmacological characteristics as those determined in more mature
epididymal sperm. To answer this question, experiments were performed
with the patch-clamp technique in the voltage-clamp-whole-cell
configuration. In this manner, K™ ionic currents (I) were recorded in round
spermatogenic cells of wild-type (Slo3*/*) and Slo3”" mice. We found that
Slo3 channels expressed in 60% of the recorded wild-type mice

spermatogenic cells and not in those from Slo3”" mice.

The Slo3 K* current (Iksio3) is activated at depolarizing potentials (>25 mV),
at alkaline pHi (pH 8) and blocked by clofilium (50 uM). The voltage and
pHi activation and the current blocking with clofilium show the same

pattern reported for Ixsio3 of mouse sperm.




These findings suggest that spermatogenic cells represent an excellent
model to study Slo3 channel. Considering the shape and the relatively
large size of these cells, possibly may allow the development of

pharmacological studies using automated patch-clamp techniques.

Keywords: Slo3 channel, spermatogenic cells, pHi, clofilium, patch-clamp.
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Introduccion

Capitulo I: el espermatozoide




La fecundacion es el proceso mediante el cual se fusionan los gametos
femenino (6vulo) y masculino (espermatozoide), la adecuada fusion
entre estas células conduce a la formacién de un nuevo individuo
(Darszon et al, 1999). En este proceso el cromosoma sexual contenido en
el ndcleo del espermatozoide determina el sexo del organismo (Knobil y

Neill, 1993).

Espermatozoide

El espermatozoide (Figura 1) es una célula haploide y totipotencial
(Vadnais et al, 2014). Si bien los espermatozoides de mamifero ostentan
caracteristicas comunes, existen diferencias entre las especies en la
forma de la cabeza (Figura 2) y en el tamafio (Bellvé, 1998). En este
sentido, la dimension de los espermatozoides de humano de 19-97 um
es menor respecto a la de los espermatozoides de ratén de 121-127um
(Cummins y Woodwall, 1985). Estructuralmente el espermatozoide
posee dos regiones bien definidas: la cabeza y el flagelo, este ultimo

esta unido a la cabeza a través del cuello (Cayetano, 1992).

e La cabeza para el caso de los espermatozoides de ratébn mide
aproximadamente de 5-11 ym de largo y de 2-3 ym de ancho
(Cummins y Woodwall, 1985), en ella se encuentran el acrosomay el
nucleo. El espacio que hay entre el acrosoma y el nucleo esta
formado por componentes del citoesqueleto.

o El acrosoma se origina apartir del aparato de Golgi, se localiza en
la parte anterior terminal de la cabeza y contiene enzimas
hidroliticas necesarias para la exocitosis acrosomal (Anexo 1).

o El ndcleo tiene una cromatina altamente condensada y es de

menor tamano respecto al de las células somaticas.




e El flagelo constituye la estructura necesaria para la movilidad del
espermatozoide. Esta integrado por el axonema (Figura 1), un
complejo de microtubulos organizados en la disposicion 9+2.
Para facilitar su estudio se suele dividir en tres regiones la pieza

media, la pieza principal y la pieza terminal (Cayetano, 1992).

Cabeza

Flagelo

Figura 1. Estructura del espermatozoide de raton. De izquierda a derecha se pueden observar la cabeza y el
flagelo, regiones claramente definidas en este tipo celular. La cabeza esta integrada por el acrosoma y el ndcleo,
sefialados con una flecha negra y gris respectivamente. El flagelo se divide en tres regiones (pieza media, pieza
principal y pieza terminal) y estd constituido por la vaina fibrosa, seguida de un conjunto de mitocondrias y la fibra

Pieza

media

Pieza
principal

Pieza
terminal

Acrosoma

Nucleo

Axonema (9+2)

Fibra densa externa

Mitocondria

Vaina fibrosa

L]

densa externa que rodea al axonema (Modificado de Vadnais et al, 2014).
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Figura 2. Forma de la cabeza de espermatozoides de mamifero. En este esquema se pueden apreciar
las diferencias en la morfologia de la cabeza de espermatozoides de distintas especies de mamiferos
(Modificado de Knobil y Neill, 1993).

Espermatogénesis

La espermatogénesis (Figura 3) es el proceso en el cual se forman los
gametos masculinos a partir de las células espermatogonias. Se ha
estimado que el tiempo de duracién de la espermatogénesis en ratones
es de 34 dias (Clermont, 1972).

Este evento inicia con la divisibn mitotica de las espermatogonias,
suceso en el que se da origen a las espermatogonias de tipo A, las
cuales son sometidas a una subsecuente divisién mitotica obteniéndose
asi las espermatogonias de tipo B. Posterior a la primera fase de
division mitotica se genera un estadio intermedio entre las

espermatogonias de tipo Ay B.




Una vez obtenidas las espermatogonias de tipo B finaliza la fase I
de la espermatogénesis e inicia la fase II que contempla dos

divisiones meidticas consecutivas.

Durante la meiosis I las espermatogonias de tipo B duplican su
material genético, al término de este evento se forman los
espermatocitos secundarios y en la meiosis II los espermatocitos
secundarios se dividen dando lugar a las espermatidas redondas y

los espermatozoides (Bellvé et al, 1977; Mays et al, 1995).

Lo referido anteriormente representa un enfoque simplificado de
la espermatogénesis propuesto por los autores previamente
citados, no obstante, este evento puede explicarse a partir de
catorce o mas etapas (Figura 4) que comprenden las previamente
descritas mas subdivisiones de estas de acuerdo a la especie
estudiada, a la técnica empleada y al criterio aplicado para
caracterizar los diferentes estadios celulares (Lagarrigue et al,

2011).
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Durante su viaje hacia el 6vulo, el espermatozoide experimenta una serie

de procesos fisiologicos dentro de los cuales destacan:

La hiperactivacion, que es un tipo de movilidad de los
espermatozoides, la cual consiste en un nado progresivo con batido
flagelar asimétrico y vigoroso de amplitud larga. Este tipo de
movilidad es regulada por calcio (Ca®*) y confiere mayor velocidad en
el desplazamiento de los espermatozoides por el tracto reproductor

femenino (Darszon et al, 2011).

La exocitosis acrosomal o reaccion acrosomal, que en la forma
canodnica (Figura 5), es concebida como el proceso secretorio en el
cual el espermatozoide libera enzimas hidroliticas contenidas en el
acrosoma, las cuales le permiten atravesar la zona pelucida (ZP) que
recubre al 6vulo y fusionarse con este (Yanagimachi, 1994; Buffone et

al, 2014).

No obstante, en el 2011 un grupo japonés demostrd al efectuar
experimentos con espermatozoides de ratones cuyo acrosoma
estaba tefiido con la proteina verde fluorescente (GFP), que la
exocitosis acrosomal ocurre frecuentemente antes de que el
espermatozoide entre en contacto con la ZP (Figura 6) (Gahlay et al,
2010; Inoue et al, 2011), estos hallazgos redefinieron el estudio de la

reaccion acrosomal.

Actualmente no se sabe con certeza que entidad molecular
promueve la exocitosis acrosomal y cual es el sitio y la cinética de
ésta para que finalmente se lleve a cabo la fusién del espermatozoide

con el ovulo.

14



1. Antes del contacto con la ZP
(acrosoma intacto)
2. Union con la ZP
(liberacion de enzimas hidroliticas)

3. Penetracion de la ZP

Celulas del

» cumulus

OO

Figura 5. Modelo canédnico de la reacciéon acrosomal. En esta imagen se describe de manera
general la reaccién acrosomal canodnica. Para facilitar la penetracion de la zona pelicida (ZP) que
rodea al 6vulo y la posterior fusién con este, el espermatozoide libera enzimas hidroliticas
contenidas en el acrosoma (Modificado de Darszon et al, 2011).

Posibilidad 1: reacciéon acrosomal
en la superficie del cimulus
Posibilidad 2: reaccion
acrosomal dentro del cumulus
Acrosoma
intacto
Posibilidad 3: reaccion
O

acrosomal en la zona pelucida

O OO

@@@
@@@@

@

C Cumulus

®@

Zona peldcida

Acrosoma
reaccionado

Figura 6. Modelo contemporaneo de la exocitosis acrosomal. En esta figura se pueden apreciar
tres posibles sitios en los que se lleva a cabo la exocitosis o reaccion acrosomal (RA). Las
posibilidades 1 y 2 forman parte del modelo contemporaneo de la exocitosis acrosomal, en el cual,
se propone que la RA ocurre antes de que el espermatozoide entre en contacto con la zona pellcida
(ZP) (Modificado de Buffone et al, 2014).
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La capacitacion, que corresponde al evento en el cual los
espermatozoides estan expuestos a fluidos del tracto reproductor
femenino y adquieren la capacidad para fecundar al évulo (Austin,

1951; Chang, 1984; Lishko et al, 2012).

A lo largo de este proceso ocurre una remocion de colesterol,
reorganizacion de la membrana celular, fosforilacion de tirosinas,
hiperpolarizacion del potencial de membrana e incremento del pH
intracelular (pHi) (Figura 7) (Darszon et al, 2006; Salicioni et al, 2007;
Morgan et al, 2008; Visconti, 2009; Visconti et al, 2011).

Uno de los iones clave en la capacitacién es el Ca’*, ya que se
requiere un incremento en la concentracién de calcio extracelular
[Ca’*]le de 100 a 200 pM (Fraser, 1992; Marin-Briggiler et al, 2003)
para que se lleve a cabo este evento durante el cual, ocurre un
incremento en la concentracién de calcio intracelular [Ca®*]i de
aproximadamente 75-130 nM (Baldi et al, 1991; DasGupta et al,
1993).

16
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Los eventos descritos previamente son regulados por un conjunto
particular de canales iénicos (entidades moleculares que describiré a
detalle en el Capitulo II) presentes en el espermatozoide.

En la Figura 8 se puede observar la distribucién de los canales iénicos

detectados en espermatozoides de erizo de mar, ratébn y humano.

Figura 8. Distribucion de canales ionicos en espermatozoides de diferentes especies. Distribucién
espacial de canales iénicos detectados en espermatozoides de erizo de mar, ratén y humano mediante
inmunolocalizacion, RT-PCR, hibridacion in situ y fijacién de area de membrana “patch-clamp” (Modificado
de Darszon et al, 2006).
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Para comprender el papel funcional de los canales i6nicos en la
fertilizaciéon se han empleado diferentes técnicas tales como:

2*1i con

mediciones del potencial de membrana, pHi y [Ca
colorantes fluorescentes, asi como registros de corriente eléctrica
de canales i6nicos mediante bicapas lipidicas planas y fijacion de

area de membrana “patch-clamp” (Darszon et al, 1999).

De todos los canales idnicos detectados en el espermatozoide se
han encontrado dos que son exclusivos de estas células,
CatSper y Slo3, la ausencia de estos canales en ratones nulos
(CatSper”” y Slo3”") produce infertilidad (Ren et al, 2001; Qi et al,
2007; Santi et al, 2010; Chung et al, 2011; Zeng et al, 2011) y en
humanos la ausencia de CatSper también produce infertilidad

(Nishigaki et al, 2013; Jaiswal et al, 2014; Smith et al, 2013).
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Capitulo II: los canales i0nicos
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Los canales idnicos (Figura 9) son poros macromoleculares que
permiten el flujo de los iones a través de la membrana celular.
Estas estructuras difieren de los transportadores, los cuales se
unen especificamente a un soluto y sufren una serie de cambios
conformacionales para transferir el soluto enlazado a través de la
membrana (Hille, 2001).

La selectividad iénica de los canales esta determinada por la
carga, la naturaleza quimica, la hidratacion, el radio idnico asi

como la estructura del poro.

Bicapa lipidica

Segmento
extracelular Sy

Segmento
intracelular

Sensor de
voltaje

Proteina
del canal -~
5

Figura 9. Estructura general de un canal idénico. Esta caricatura representa la estructura de un canal idnico, una
macromolécula (proteina) inmersa en una bicapa lipidica. En términos generales los canales idnicos poseen: filtro
de selectividad que determina la naturaleza quimica de las moléculas que podran pasar a través de los canales,
poro acuoso que corresponde a la estructura por donde fluyen los iones, compuerta de activacion y en algunos
casos, sensor de voltaje que determina la regulacion de la actividad de los canales por cambios en el potencial de
membrana (Modificado de Hille, 2001).
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El modelo actualmente aceptado del mecanismo de
permeabilidad de un i6n a través de un canal se denomina
“modelo del poro largo o de pasaje en fila india” (Figura 10) y
describe la reduccion de la movilidad efectiva de los iones los
cuales fluyen uno a uno a través del poro a una velocidad
constante (Hodgkin y Keynes, 1955; Hille, 2001; Portella et al,
2012).

Direccion del desplazamiento de los iones

poro ST

—> I6n

Figura 10. Modelo del poro largo o de pasaje en fila india. En este modelo se propone
que el movimiento de un ién a través del poro de un canal provoca el desplazamiento de
otro ién en la misma direccion de forma répida y continua (Modificado de Hille, 2001).

A continuacion describiré las caracteristicas generales de los
canales de K", grupo al cual pertenece el canal Slo3 cuya

relevancia fisiologica fue descrita previamente.
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Familia

Canales de K*

Los canales de K* intervienen en diversos procesos fisiolégicos como
la regulacion del volumen celular, la deteccién de perturbacion
mecanica, la vasodilatacion y la secreciéon de hormonas. Ademas,
determinan la forma y duracion del potencial de accion (Salkoff et al,
2006; Gonzalez et al, 2012). La apertura de los canales de K* estabiliza
el potencial de membrana, razén por la cual el valor del potencial de
reposo celular es muy cercano al del potencial de equilibrio del K*

(Hille, 2001).

Canales de K’

2 TM-Kir 4TM-K2P Voltaje dependiente SK Slo
f T 1 I 1 r 1 | 1 1 1
Kv KONQ Eag SKCal SKCaz SKCa3d IKCal Skl Skz 1" Slka2 Sled
(Kv7.x) I

Eag Erg Elk
(Kv10.x) (Kv1l.x) (Kvi2x)

| 1 1 1
Kv1.x Kv2.x Kv3.x Kvd.x
KCNA KCNB KCNC KCND
Shaker Shab Shaw  Shal

Figura 11. Clasificacion de los canales de K* de acuerdo al nimero de segmentos
transmembranales. En el esquema se pueden observar las familias de canales de potasio (K*)
distribuidas de acuerdo al nimero de segmentos transmembranales (TM) que poseen: 2TM-canales
Kir, 4TM-canales Kp, 6TM-canales K, y SK'y 7TM-canales Slo (Modificado de Gonzélez et al, 2012).

Los canales de K' son un grupo muy heterogéneo que incluye
moléculas estructuralmente diferentes. De acuerdo al numero de
segmentos transmembranales se clasifican en cinco familias (Figura

11), las cuales se describen a continuacion:
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Canales de K" rectificadores entrantes (Ki): familia de canales que
posee dos segmentos transmembranales, integrada por siete

subfamilias K;, 1-7.

Estos canales son modulados por fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP,),
adenosin difosfato (ADP), adenosin trifosfato (ATP) y proteinas G
(Gonzalez et al, 2012), mientras que los iones cesio (Cs*) y bario (Ba**)
bloquean su actividad con una IC5=3.5+t1.1 mM y a 85+19 uM

respectivamente (Kim et al, 2000).

En las células espermatogénicas (simplastos) se ha reportado la
expresion del canal Karp el cual se inactiva con ATP y se bloquea con

Ba’* (ICs0=15.4 uM) (Mufioz et al, 2001; Acevedo et al, 2006).

Canales de K* de dos poros (Kzp): familia de canales con cuatro
segmentos transmembranales, integrada por las subfamilias, TALK1-2,

TASK1-5, THIK1-2, TRAAK, TREK1-2 y TWIK1-2 (O'Connell et al, 2002).

Estos canales son activados con zinc (Zn**) (EC50=87.1 pM) (Kim et al,
2005), riluzol (Duprat et al, 2000), acido araquidénico (AA) (ECso=30
um) (Wells et al, 2012) y temperatura (24-42 °C) (Kang et al, 2005). La
corriente de K* que fluye por estos canales puede ser inhibida con
bupivacaina (IC5p=95.4+14.6 uM), levobupivacaina (IC50=126.1+24.5
MM), ropivacaina (ICso=402.7+31.8 yM) (Shin et al, 2014), lidocaina
(IC50=180 puM) (Nayak et al, 2009), fluoxetina (ICso=50 pM) (Kennard et
al, 2005) y tetraetilamonio (TEA) (IC50=0.15 mM) (Bushell et al, 2002).

No se ha reportado la expresion de canales Ky en células
espermatogénicas y/o espermatozoides, no obstante, se ha reportado
que el canal TREK2 se expresa en testiculo y es activado con pH acido

(pKa=7.4) (Noel et al, 2011).
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Canales de K" voltaje dependientes (K,): familia de canales que posee seis
segmentos transmembranales, S1-S6. Los segmentos S1-S4 constituyen el
dominio del sensor de voltaje (VSD), el cual responde a cambios en el
potencial de membrana. De este dominio destaca el S4, que posee cargas
positivas conferidas por una secuencia de aminoéacidos rica en argininas
(R). Entretanto, el S5 y el S6 constituyen el dominio del poro (Blunk et al,
2012). Debido a la gran diversidad de esta familia, el estudio de los
canales K, permitié comprender caracteristicas biofisicas de los canales de
K*. No obstante, poco se sabia acerca de su estructura, fue entonces
cuando en 1998 el grupo de MacKinnon publico un articulo en el cual se
cristalizd por primera vez un canal de K%, el canal KcsA (Figura 12),
proveniente de la bacteria Streptomyces lividans. Demostrando asi que la
secuencia de aminoacidos glicina-tirosina-glicina (GYG) de la regién del

poro de los canales de K* esta altamente conservada (Doyle et al, 1998).

Figura 12. Modelo de listones de la estructura del canal KcsA. En este modelo estructural
del canal de K*, KcsA, se puede observar que los aminoacidos (aa) glicina-tirosina-glicina (GYG)
constituyen el filtro de selectividad del poro del canal (Tomado de Doyle et al, 1998).
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e Canales de K" de conductancia pequefa activados por Ca®" (SK): al

igual que los canales de la familia Kv poseen seis segmentos
transmembranales, S1-S6. El poro se localiza entre el S5 y S6 y
acoplado al S6 se encuentra el dominio de union a Calmodulina
(Figura 13). Estos canales poseen wuna conductancia de
aproximadamente 10-14 pS y son activados por un incremento en la
[Ca%*]; de 300-700 nmol/L (Strocker et al, 2004). Se clasifican en tres
tipos: KCa2.1 (SKCal), KCa2.2 (SKCa2) y KCa2.3 (SKCa3) los cuales son
codificados por los genes KCNN1, KCNNZ2 y KCNN3 respectivamente
(Gonzalez et al, 2012).
Los miembros de esta familia se expresan preferentemente en células
neuronales y estan involucrados en la repolarizacion del potencial de
accion. Estos canales son bloqueados con apamina, para el caso del
SKCal se requiere una concentracion de 0.7-12 nmol/L, el SKCa2
requiere de 27-140 pmol/L y el SKCa3 de 0.6-4 nmol/L (Weatherall et
al, 2011).

SK channel topology

Dominio del sensor de voltaje

Poro

Dominio de unién
a Calmodulina

Vista amplificada
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unién a Calmodulina
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Figura 13. Topologia general de los canales SK. Los canales de K" de la familia SK poseen seis segmentos
transmembranales, un segmento amino terminal (NH5) y un segmento carboxilo terminal (-COOH) ubicado en la regién
intracelular, un poro que se encuentra entre el segmento 5y 6 (S5-S6) y un dominio de unién a Calmodulina en el
extremo -COOH (Modificado de Gonzalez et al, 2012).




e Slo: Familia de canales de K' que posee siete o seis segmentos
transmembranales, integrada por cuatro proteinas denominadas, Slol,

Slo2.1, Slo2.2 y Slo3 (Figura 14).

Se cree que este grupo evoluciond a partir de los canales K, debido a
la homologia de su estructura, puesto que en ambas familias, el S4

corresponde al sensor de voltaje (Salkoff et al, 2006).

Figura 14. Topologia de los canales de K* que integran a la familia Slo. Los canales de K* de la familia Slo poseen
siete (Sloly Slo3) y seis (Slo2) segmentos transmembranales, un segmento amino terminal (NH,) localizado en la region
extracelular, un segmento carboxilo terminal (-COOH) ubicado en la regién intracelular, un poro que se encuentra entre
el segmento 5y 6 (S5-S6), dos dominios reguladores de conductancia a potasio (RCK1 y RCK2) en el extremo -COOH y
en el caso del Slo1, un sensor de Ca** acoplado al RCK2 (Modificado de Salkoff et al, 2006).

El objetivo general de este proyecto se centra en el estudio del canal

Slo3, molécula que a continuacién se describe.
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Slo3

La proteina Slo3 es codificada por el gen KCNU1 (Gonzélez et al, 2012) y
es un canal iénico que conduce K*. Fue clonado por primera vez en 1998
(Schreiber et al, 1998) y esta constituido por un dominio amino terminal
ubicado en la porcidn extracelular, un dominio carboxilo terminal
inmerso en el citoplasma celular y siete segmentos transmembranales
(SO-S6). En el segmento cuatro (S4) se encuentra el sensor de voltaje, el
poro se localiza entre el S5y S6 (Figura 15) y acoplado al S6 se hallan dos
dominios reguladores de conductancia a potasio (RCK1 y RCK2) (Kirichok
y Lishko, 2011).

NH,
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Figura 15. Topologia del canal Slo3. En esta imagen se puede observar la topologia del canal Slo3,
entre el S6 y S5 se localiza el poro, en el S4 se encuentra el sensor de voltaje y entre el S1 y S2 se
localizan dos subunidades accesorias (B y y), cuya relevancia se describe mas adelante (Modificado de
Lishko et al, 2012 y de Gonzélez et al, 2014).
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Este canal es dependiente de voltaje, se activa con PIP, (Tang et al, 2010)
y con pHi alcalino (Figura 16) (Leonetti et al, 2012). Se ha demostrado
que la subunidad accesoria y “leucine-rich-repeat-containing 52" (Figura
15) juega un papel importante en la activacion de la corriente a pHi
alcalino y a potenciales depolarizantes, favoreciendo la conductancia del
canal a potenciales de membrana fisiolégicos. Ademas, la subunidad
accesoria B (B4) (Figura 15) co-expresada en ovocitos de Xenopus laevis
incrementa la magnitud de la corriente de potasio del canal Slo3 (Iksio3)

(Yang et al, 2009).

hSlo3 o
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Figura 16. Activacién de la corriente de K* de los canales hSlo3 y mSlo3 mediante la
alcalinizacion del pHi. En los registros de corriente de los canales hSlo3 y mSlo3 expresados en
ovocitos de Xenopus laevis se puede notar un incremento gradual en la magnitud de la corriente al
alcalinizar el pHi respecto al control (ovocitos inyectados con agua). Este incremento es mas evidente
a potenciales depolarizantes y en términos generales es mayor para el caso del canal mSlo3
(Modificado de Leonetti et al, 2012).
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El mSlo3 (canal Slo3 de raton) expresado heterologamente en ovocitos
de Xenopus es resistente al bloqueo extracelular con TEA (Tang et al,
2010) y sensible al bloqueo intra- y extra-celular con quinidina a
concentraciones superiores a 10 uM. Por otro lado, la corriente del canal
Slo3 registrada en espermatozoides epididimales (Figura 17) es
susceptible al bloqueo con 50 pM de clofilium (agente antirritmico que
de acuerdo a la clasificacién de Vaugham Williams pertenece a la clase II],
es decir, afecta la salida de K* y bloquea este tipo de canales, Anexo 2),
concentracion con la cual se inhibe aproximadamente el 92% de la

corriente que fluye por este canal (Navarro et al, 2007; Zeng et al, 2011).

-100 mV 200 pA -100 mV
20 ms

50 puM clofilium

Figura 17. Bloqueo con 50 pM de clofilium de la corriente de K* del canal Slo3 (Iksio3) registrada en
espermatozoides epididimales de ratén. En esta figura se puede apreciar que posterior a la adiciéon de 50
MM de clofilium se da un bloqueo de mas del 50% de la corriente (la linea punteada representa el potencial
de sostenimiento=0 mV) (Modificado de Zeng et al, 2011).




La corriente macroscopica del canal Slo3 de ratén y de humano es
rectificante saliente (el canal conduce preferentemente iones K* hacia
fuera de la célula), y la conductancia registrada en canal unitario (que
corresponde a la cantidad de corriente que conduce un solo canal a un
valor de voltaje determinado en un gradiente de concentracién
especifico) es de aproximadamente 90 picosiemens (pS), a diferencia de
la conductancia registrada en el canal Slol, la cual oscila entre los 230-

270 pS (Contreras et al, 2013).

Esta proteina se expresa especificamente en los testiculos y
espermatozoides de diferentes especies de mamifero, entre las cuales
hay una baja conservacion en la secuencia de aa y posee caracteristicas

especificas de acuerdo a la especie (Santi et al, 2009).

El canal Slo3 determina el potencial de reposo y la hiperpolarizacién de
los espermatozoides de raton. Ademas, esta involucrado en el éxito de la
fertilizacion, ya que los ratones Slo3” son infértiles (Santi et al 2010,
Zeng et al, 2011) y los espermatozoides provenientes de estos ratones
presentan defectos como disminucion en la velocidad de nado,
formacion de horquillas en el flagelo y decremento en el porcentaje de

reaccion acrosomal (Santi et al, 2010).
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Fijacion de area de membrana “patch-clamp”

Como se menciond previamente, para comprender la intervencion
de los canales idnicos en la fertilizacién se ha recurrido a la técnica
de fijacién de area de membrana “patch-clamp” la cual fue
desarrollada en 1976 por los alemanes Erwin Neher y Bert Sakmann
(Hamill, et al 1981), quienes quince afos después, en 1991
recibieron el premio Nobel en medicina por la creacion de esta
valiosa herramienta aplicada al estudio de los canales idnicos, ya
que permite medir el flujo i6nico a través de canales a partir del
aislamiento de un microdominio de membrana con un
microelectrodo. El estudio de canales i6nicos con la técnica de
fijacion de area de membrana proporciona ventajas notables sobre
los métodos 6pticos:

Permite medir la actividad directa de los canales i6nicos en
tiempo real.

Proporciona una resolucién temporal mayor a un milisegundo (ms).
Permite un control preciso de las condiciones que afectan la
actividad de los canales ionicos por ejemplo: el potencial de
membrana, el cual en la configuracion fijacion de voltaje “voltage-
clamp” permanece fijo, al igual que la composicion de las
soluciones idnicas al interior y exterior de la membrana celular.
Permite realizar estudios de farmacologia funcional directamente
sobre la actividad de los canales.

Permite evaluar la funcidn a nivel de un solo canal (canal unitario),
determinando asi la relacion estructura-funcién y las propiedades

biofisicas del mismo.

32



Para realizar mediciones del flujo iénico mediante la técnica de
fijacion de area de membrana se emplea una micropipeta fabricada
a partir de capilares de vidrio. Dentro de esta micropipeta se
localiza un electrodo de plata (Figura 18. Anexo 2) revestido con
cloruro de plata (AgCl) inmerso en una solucién electro-conductora
(solucién salina de pipeta) con una composicién idnica conocida. La
micropipeta se posiciona en la superficie de la membrana celular
con la ayuda de un micromanipulador y posteriormente se aplica
una ligera succién mecanica con la finalidad de incrementar la
resistencia eléctrica (la cual esta dada en megaOhms, MQ)
producida entre la punta de la pipeta y la membrana de la célula,
estableciéndose asi lo que cominmente se denomina giga-sello
(que corresponde a un sello de alta resistencia en el orden de los
gigaOhms, GQ). Una vez obtenido el giga-sello el experimentador
efectlda las maniobras que lo conduzcan a obtener la configuracion

de registro deseada (Figura 19).
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Figura 18. Diagrama de sistema de registro de fijacion de drea de membrana.
(Modificado de Dunlop et al, 2008).




Existen diferentes configuraciones de registro de la técnica de fijacion de
areas de membrana. En términos generales estas configuraciones varian
respecto a la integridad y orientacion de la membrana celular, asi como a

la continuidad eléctrica entre la célula y la pipeta (Kornreich, 2007).

e Célula unida “On-cell”: constituye Unicamente el contacto mecanico
entre la punta de la pipeta de registro con una pequefa seccion de
la superficie de la membrana celular y permite registrar la actividad
idnica de un solo canal (registro de corriente de canal unitario) o de
un conjunto de canales dependiendo del area de membrana que
cubra la punta de la pipeta y la densidad de canales por unidad de

area que haya en la membrana celular.

e Célula completa "Whole-cell”: mediante esta configuracion se
pueden registrar las corrientes idnicas que fluyen a través de los
canales localizados en toda la membrana celular, tanto en
condiciones control como en presencia de substancias agonistas o
antagonistas.

e Lado interno de la membrana hacia afuera “Inside-out”: disposicion
en la cual la cara de la membrana citoplasmatica esta expuesta a la
solucion del bafio. Esta configuracion es util cuando se pretende
investigar la actividad de canales iénicos regulados por ligandos

intracelulares (Cahalan y Neher, 1992).

e Lado externo de la membrana hacia afuera "Outside-out”: mediante
esta configuracion la membrana celular externa esta expuesta a la
solucion del bafio, por lo que es posible estudiar dominios
extracelulares de un solo canal regulados por neurotransmisores o

agonistas (Lippiaty Wrighton, 2013).
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Figura 19. Configuraciones de registro de la técnica de fijacion de drea de membrana. En esta
figura se muestran cuatro tipos diferentes de configuraciones para el registro de corriente idnica que
pudiese fluir a través de uno o varios canales las caracteristicas puntuales de cada configuracion estan
mencionadas en el texto (Modificado de Briiggemann, 2008).

En los dltimos afios se han desarrollado diferentes variaciones de la
técnica de fijacion de area de membrana convencional como la
fijacion de area de membrana acoplada a la fluorimetria “patch-
clamp-fluorometry” 'y la fijacibn de area de membrana

automatizada "automated patch-clamp”.

La fijacion de area de membrana acoplada a la fluorimetria fue
desarrollada hace catorce afios, esta técnica combina herramientas
empleadas en espectroscopia y electrofisiologia para detectar
simultaneamente  cambios conformacionales que generan
transiciones entre diferentes estados de un canal iénico (abierto,
cerrado o desensibilizado) y el flujo de corriente a través de canales
inmersos en la membrana celular (Zheng y Zagotta, 2000; Kusch y

Zifarelli, 2014).



A pesar de que la fijacion de area de membrana convencional es
considerada la “prueba de oro” (Yajuan et al, 2012) para el estudio
de los canales ionicos, el procedimiento experimental suele ser
complicado e implica un tiempo considerable. Ante tal panorama
se han desarrollado multiples sistemas de fijacion de area de
membrana automatizada, los cuales permiten disminuir el tiempo
invertido en los experimentos efectuados con fijacién de area de

membrana convencional (Briggeman et al, 2008).

Los primeros trabajos encaminados a la automatizacion de la
fijacion de area de membrana, datan de 1990 con la invencion del
Neuropatch®, el cual inicialmente no se comercializé (Dunlop et al,
2008). La fijacion de area de membrana automatizada suele ser
utilizada para elucidar la interaccion entre una droga con un canal
ionico especifico; es ampliamente difundida en ensayos
farmacolégicos del tipo farmaco-receptor, sin embargo, la mayoria
de los sistemas de fijacion de area de membrana automatizada
Unicamente admiten la configuracion fijacion de voltaje-célula
completa. En algunos la calidad de los datos se ve superada por el
numero producido (Yajuan et al, 2012) y, hasta el momento, no se
ha logrado aplicar este tipo de sistemas en células pequefas y

moviles como lo son los espermatozoides.

Una solucion a este ultimo punto es la que se propone justamente
con el desarrollo de este trabajo empleando un tipo celular
precursor del espermatozoide que posea al canal Slo3 nativo con
las mismas propiedades biofisicas y farmacoldgicas del canal Slo3

presente en el espermatozoide maduro.

36



Justificacion

Mediante diferentes técnicas se ha detectado la presencia del
canal Slo3 en espermatozoides. Esta proteina ha sido caracterizada
electrofisioldgicamente debido a las implicaciones fisiologicas en
las que interviene, ya que su ausencia en ratones Slo3”" produce
infertilidad. Sin embargo, ain no se ha demostrado ni
caracterizado funcionalmente la presencia del canal Slo3 en
estadios previos de maduracion del espermatozoide, como son las
células espermatogénicas; las cuales, al ser células nativas
representan un excelente modelo de estudio de este canal. Esta
caracteristica aunada a su tamafo (mayor que el del
espermatozoide) permitira realizar investigacion farmacoldgica

mediante fijacion de area de membrana automatizada.

Hipotesis

El canal Slo3 esta presente en células espermatogénicas de ratéon 'y
tiene las mismas caracteristicas electrofisioldgicas y farmacologicas
que el estudiado en espermatozoides epididimales, por lo tanto
estas células pueden constituir un buen modelo para el estudio

funcional de este canal.



Objetivo general

e Caracterizar electrofisioldgica y farmacolégicamente al

canal Slo3 en células espermatogénicas de ratén.

Objetivos particulares

e Caracterizar el efecto del pHi sobre el canal Slo3 mediante
registros de fijaciéon de voltaje en células espermatogénicas

de ratones silvestres (Slo3*/*) y nulos (Slo37").

e Caracterizar las propiedades farmacoldgicas del canal Slo3
en sellos de alta resistencia en ausencia y presencia de

clofilium.




Material y métodos

Soluciones para el registro de corriente ionica del canal Slo3

Para registrar la corriente de K* se utilizd una solucién de pipeta que
contenia lo siguiente en mM: KOH 135, KCI 5, CaCl; 1.8, EGTA 10, glucosa
5, HEPES 10 y pH ajustado a 6, 6.8 y 8 con MetSO.. Asi como una
solucion de bafo que contenia lo siguiente en mM: KOH 135, KCI 5, CaCl;
1.8, glucosa 40, HEPES 10 y pH ajustado a 7.4 con MetSO,. Estas
soluciones se filtraron con un sistema de filtracion al vacio MILLIPORE
Express™ PLUS (Merck, Darmstadt, Alemania) proveido con una
membrana con un diametro del poro de 0.22 ym. Ambas soluciones se
elaboraron con reactivos de grado analitico de las compafias Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA) y JT Baker, Avantor Performance Material, Inc

(Center Valley, PA, EUA) y se almacenaron a 4 °C hasta el dia de su uso.

Los valores de osmolaridad de las soluciones se midieron por triplicado
con el osmémetro VAPRO® 5520 (WESCOR, Utah, EUA) obteniéndose asi
los siguientes valores:

e Solucion de pipeta: 287 mOsm.

e Solucién de bafio: 290 mOsm.
La concentracion final de Ca®* libre contenido en la solucién de pipeta se
calcul6 con el software MAXCHELATOR
(http://maxchelator.stanford.edu/CaEGTA-NIST.htm), registrandose el
valor de 10 nM.




Obtencion de células espermatogénicas redondas de raton

Las células espermatogénicas redondas se obtuvieron de ratones de la
cepa CD1 (Charles River Laboratories International, Inc, EUA) de tres
meses de edad asi como de ratones nulos (Slo37) de la cepa C57BL/6
(The Jackson Laboratory, EUA) criados en el area experimental del
bioterio de barrera y contencion del Instituto de Biotecnologia, UNAM
con un fotoperiodo de 12 h de luz 'y 12 h de oscuridad, alimentados con

pellet 2018SX (Harlan Laboratories, Inc, EUA) y agua ozonizada.

Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical y se disecciond un
testiculo, el cual se colocd en una solucién salina cuya composicion en
mM fue la siguiente: NaCl 135, KCI 5, CaCl; 1.8, MgSQs 1, acido lactico 10,
piruvato de sodio 1, glucosa 5, HEPES 20 y pH ajustado a 7.4 con NaOH.
Posteriormente, se cortd la tunica albuginea y el testiculo se disoci¢ de
forma mecanica separando los tubulos seminiferos con pinzas de
disecciéon bajo un microscopio estereoscépico SZ-ST (OLYMPUS, Japodn)
con un sistema de iluminacién externo 180 (Dolan-Jenner Industries, Inc,

Boxborough, MA, EUA).

Por ultimo, las células espermatogénicas se obtuvieron al cortar los
tubulos seminiferos y resuspender la muestra con ayuda de una pipeta
Pasteur de plastico, estas células se mantuvieron a 4°C y se usaron el

mismo dia de la extraccion.
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Técnica de registro de corriente idnica: fijacion de area de membrana

Se utilizo la técnica de fijacion de area de membrana en la configuracién
de fijacién de voltaje en célula completa (ver seccién de Fijacion de area
de membrana en introduccién) para registrar la corriente de potasio ()

de células espermatogénicas redondas.

Las micropipetas utilizadas en este trabajo se forjaron a partir de
capilares de vidrio de borosilicato de 0.8-1.1 x 100 mm (Kimble® Chase,
Vineland, NJ, EUA) para lo cual se empled el estirador de capilares
Micropipette Puller P-2000 (Sutter Instruments, EUA) y se diseid¢ un

protocolo de dos ciclos con los siguientes parametros:

@l Temperatura=720
@lelol Al Temperatura=820

Al término de ambos ciclos se obtuvieron micropipetas con resistencia de

Filamento=4 Velocidad=28 Tiempo=0 Traccic’m=0
Filamento=4 Velocidad=28 Tiempo=0 Traccic’m=0

2-4 MQ las cuales se pulieron con calor utilizando la microforja MF-83
(Narishige Scientific Instrument Lab, Tokio, Japdn) para disminuir el
diametro de la punta y aumentar la resistencia de 2-4 a un rango final de

6-9 MQ.

Preparacion de electrodos de AgCl

Para la elaboracion de electrodos de Ag revestidos con AgCl con base a

la reaccion de oxidacion:

2Ag" + 2Na*O’Cl" — 2Ag*Cl + 2Na" + O
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Se llevé a cabo lo descrito a continuacion:

Se cortaron dos alambres de Ag pura AGL15W (Warner Instruments, A
Harvard Apparatus, Company, Holliston, MA, EUA) de 0.375 mm de
didmetro y ~3 cm de largo, los cuales se sumergieron durante toda la
noche en una solucion de hipoclorito de sodio. A la mafana siguiente
ambos alambres se lavaron con agua destilada, se secaron y finalmente
un alambre (electrodo de registro) se unié a los conectores metalicos
HB180 (Dagan Corporation, Minneapolis, Minnesota, EUA) del cabezal
CV201 o CV202AU del amplificador AXOPATCH 200 o 200A (Axon
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA), el otro alambre se soldo al
conector metalico de la tierra del cabezal CV201 o CV202AU (electrodo
de referencia) y la unién alambre-conector se recubrio con un tubo

aislante termo-ajustable Thermofit (Steren®, México, DF).

Registros electrofisiologicos en células espermatogénicas redondas

Se adicion6 1 mL de la preparacion de células espermatogénicas
redondas en una camara de registro de polimetilmetacrilato (Plexiglas®,
Warner Inst. EUA) con forma de diamante montada sobre un
cubreobjetos de vidrio de 24x40-1 Fisherfinest Premium Cover Glass
(Fisher Scientific, EUA) unido a este con grasa de vacio (Vacuum Grease
Silicone, Beckman Coulter Inc. Brea, CA, EUA) y atornillada al redondel del

microscopio invertido Eclipse 2000 o Eclipse TE2000-U (Nikon Co, Japén).
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El posicionamiento de la micropipeta sobre la célula se llevo a cabo con
el micromanipulador piezoeléctrico Burleigh PCS-5300 (Thor labs, INC,

EUA) o con el micromanipulador motorizado MP-225 (Sutter, EUA).

Todos los registros se hicieron con los amplificadores AXOPATCH 200 o
200A (Axon Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) conectados a una PC
(con sistema operativo MS-DOS o Windows 98) mediante la interfaz
analoga-digital Digidata 1200 (Axon Molecular Devices, Sunnyvale, CA,

EUA) con una frecuencia de muestreo de 20 KHz (Anexo 3).

La resistencia de acceso al efectuar la transicion de la configuracion de
célula unida a célula completa fue de 22-38 MQ, los transitorios
capacitivos generados por el cierre del circuito eléctrico entre la pipeta y
la membrana de la célula se compensaron electronicamente y la
estimulacion con pulsos de voltaje se llevd a cabo con el programa

Clampex version 6 o 9 (Axon Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Las curvas corriente-voltaje (I-V) se construyeron a partir de la generacion
de pulsos de voltaje de 250 ms de duracion, partiendo de un potencial de
sostenimiento de 0 mV a pulsos de prueba de -100 a +110 y de -100 a
+130 mV con incrementos de +10 mV (AV=10 mV). Estos protocolos de
estimulacion de la corriente del canal Slo3 se aplicaron antes (control) y
después de la adicibn manual de 40 mM de NH4Cl (condicidn

experimental I) y de 50 uM de clofilium (condicién experimental II).
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Analisis de datos

Los resultados derivados de este proyecto fueron analizados con los
programas Clampfit versiones 10.3 y 4 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
EUA) para el andlisis de registros de corriente idnica, Sigma Plot versién
10.0 para la creacion de gréficas y Origin version 6.0 (Microcal Software,
Northampton, MA, EUA) para el analisis estadistico.

Las curvas corriente voltaje (I-V) se construyeron al graficar la corriente
normalizada respecto a la capacitancia celular (carga por unidad de area)

(Ecuacién 1) para obtener la densidad de corriente (pA/pF).

C=Q / E.. Ecuacién 1
Donde:

C, capacitancia; Q, carga y E, potencial de membrana

La grafica conductancia voltaje (G-V) se construyo a partir de los valores
de corriente convertidos en conductancia para lo cual se despejé la
conductancia de la ley de Ohm como se muestra a continuacion:

Ik=9k (Em-Ex) ... Ecuacion 2

gk=Ik/ (Em-Ex) ... Ecuacion 3
Donde:

gk, conductancia de K7; I, corriente de K" y E,-E¢, diferencia de potencial

entre el potencial de membrana y el potencial de equilibrio del i6on K*
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Una vez obtenidos los valores de conductancia a partir de la ecuacion 3,
estos se normalizaron respecto a la conductancia maxima (G/Gmax),
observandose asi una distribucion sigmoidal de los datos, razén por la

cual, el ajuste de estos valores se llevd a cabo con la ecuacion 4.

P>

= eXp M ««« Ecuacion 4
P:
KT

Donde:
P1, pendiente 1; P,, pendiente 2; p,-y;, diferencia entre el estado de energia

2 y el estado de energia 1; k, constante de Boltzmann; T, temperatura en °K

Analisis estadistico

La prueba estadistica aplicada a los resultados fue la t-student pareada
debido a que permite evaluar el promedio de dos condiciones

experimentales efectuadas en la misma célula.
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Resultados

La Ik registrada en células espermatogénicas redondas de ratéon
silvestre, es activada por la alcalinizacion del pHi, asi como, por

pulsos de voltaje depolarizantes

En los registros representativos de la Figura 20 efectuados con el
protocolo de estimulacion que se observa en el panel a) (el cual genera
pulsos de voltaje de 250 ms de duracion, partiendo de un potencial de
sostenimiento de 0 mV con pulsos de prueba de -100 a +130 mV), se
puede apreciar que en la condicién experimental I, es decir, al fijar el pHi
a 6.8 y posteriormente alcalinizarlo con la adicion manual de 40 mM de
NH4Cl; la magnitud de la corriente rectificante saliente (registrada en
células espermatogénicas redondas de raton silvestre) incrementa a
valores cercanos a los de la corriente registrada en el control de la

estrategia experimental II, es decir, al fijar el pHi a 8.

Este incremento en la magnitud de la corriente se da a potenciales
depolarizantes, como se puede apreciar en la curva I-V del panel a) de la
Figura 21. En la que ademas, se puede notar que el potencial reverso es
igual a cero. Por lo tanto, la corriente registrada corresponde a Ik dado
que en la solucion de bafio y de pipeta se utilizd6 una concentracion
simétrica de K'. El aumento en la densidad de la corriente es
estadisticamente significativo a pHi 6.8, 6.8 + 40 mM NH4Cl y 8 respecto

a pHi 6 a +130 mV, como se puede ver en el panel b) de la Figura 21.
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b) ©pH 6.0

e) *pH 6.8 + 40 mM NH4CI
d) epH 6.8

+/+

Figura 20. La corriente registrada en células espermatogénicas de raton silvestre (Slo3™'") es
rectificante saliente y se activa al alcalinizar el pHi. En a) protocolo de estimulaciéon. De b)-e)
trazos representativos de la corriente registrada con el pH de la solucién de pipeta ajustado a 6, 8,

6.8y 6.8 + 40 mM NH4Cl respectivamente.
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a)

b)

Figura 21. La Ik registrada en células espermatogénicas de raton silvestre es dependiente del pH y del
voltaje. En a) curva I-V con la corriente normalizada respecto a la capacitancia. En b) grafica de barras de la
densidad de corriente registrada a -100 y a +130 mV (media # error estdndar y diferencia significativa respecto a

pHi 6 **P<0.001 y ***P<0.0001 con prueba t-Student).
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Para corroborar la voltaje dependencia de la Ik registrada con el pHi
ajustado a 6.8, 8 y 6.8 + 40 mM NH4(Cl, se realizd una curva G-V (Figura
22), en la cual, se puede observar que los valores de conductancia de las
tres condiciones siguen una distribucion sigmoidal de acuerdo al ajuste

hecho con la ecuacién de Boltzmann.

Figura 22. La Ik registrada en células espermatogénicas de raton silvestre es voltaje dependiente.
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La Ik registrada en células espermatogénicas redondas de raton silvestre es
bloqueada con 50 pM de clofilium

Actualmente no se conoce un bloqueador especifico para el canal Slo3, no
obstante, el canal Slo3 registrado en espermatozoides epididimales de raton es
susceptible al bloqueo con 50 uM de clofilium (Anexo 3), concentracidn con la
cual se inhibe aproximadamente el 92% de la corriente que fluye por este canal
(Navarro et al, 2007; Zeng et al, 2011).

Ante tal evidencia, se llevé a cabo la condicidon experimental II, es decir, se
efectuaron registros de Ix en células espermatogénicas redondas de ratdn con el
pHi ajustado a 8 mas la adicion manual de 50 uM de clofilium. En estos registros
se puede notar que posterior a la adicion de clofilium hay una disminucion en la

magnitud de la corriente de aproximadamente el 35% (Figura 23).

a)

c) YpH 8 + 50 uM clofilium

Figura 23. La I registrada en células espermatogénicas redondas de ratén silvestre es bloqueada
con clofilium. En a) protocolo de estimulacién. En b) y ¢) registro representativo de Ik con el pH de la
solucion de pipeta ajustado a 8, antes y después de la adicion de 50 uM de clofilium, respectivamente.
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Tal disminucion se hace mas evidente al efectuar la curva I-V (Panel a) Figura
24), en el cual se puede observar que a potenciales depolarizantes desde
aproximadamente +70 mV se da bloqueo de la I, el cual es estadisticamente

significativo a +130 mV (Panel b) Figura 24).

a) 20 ~ {

10 A

Densidad de corriente
(pAJpF)

| ﬂi % i Em (mV)

& pH 8 (n=5)
¥ pH & + 50 pM Clofilium {n=5)

20 4
- - s
- 15 B oH 2 + 50 M Clofilium
E}
aE
=
Eﬁ 10
EZ
& +
U,
[=h]
o8 s
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m L]
- m
Z
T 1]
(]
-5

Figura 24. La Ik registrada en células espermatogénicas redondas de raton silvestre es bloqueada
con clofilium Ginicamente a potenciales depolarizantes. En a) curva I-V con la corriente normalizada respecto a la
capacitancia. En b) grafica de barras de la densidad de corriente registrada a -100 y +130 mV (media #+ error
estdndar y diferencia significativa respecto a pHi 6 *P<0.01 con prueba t-Student).
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La Ik registrada en células espermatogénicas redondas de raton nulo a Slo3
(Slo37") no se activa al alcalinizar el pHi

En estudios previos se ha registrado Ix en espermatozoides de ratones nulos a
Slo3 (Slo3™) y nulos a Slo3 y a CatSperl (SI03’/’CatSper1'/'), en ambos casos la
activacion de la corriente no es dependiente de pH (Santi et al, 2010; Zeng et al,

2013).

Considerando estos antecedentes se efectuaron registros electrofisiolégicos en
S|ul togéni d t Slo3”" d d I dicié
células espermatogénicas de ratones Slo e acuerdo a la condicién
experimental 1. En estos registros se puede observar una cinética rapida e
incremento en la magnitud de la corriente posterior a la alcalinizacion del pHi
con 40 mM de NH4Cl (Paneles b) y c) Figura 25), respecto a la corriente
registrada en células del mismo estadio celular provenientes de ratones

silvestres (Paneles d) y e) Figura 25).

Por otro lado, en la curva I-V (Panel a) Figura 26) se puede apreciar que la
magnitud de la corriente registrada a pHi 6.8 y a pHi 6.8 + 40 mM de NH4Cl en
células espermatogénicas de ratones Slo3”" es similar a la de la corriente
registrada en células espermatogénicas de ratones Slo3** a pHi 6.8. No
obstante, al comparar la magnitud de la corriente registrada a pHi 6.8 + 40 mM

+/+

de NH,Cl en células espermatogénicas de raton Slo3** y de ratén Slo3”" no
existe una diferencia significativa (Panel b) Figura 26). Ademas el potencial
reverso de la corriente registrada en todas las condiciones es igual a cero, lo

que sugiere que se trata de una k.
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a)

b) e pH 6.8 c) e pH 6.8 + 40 mM NH4CI

100 pA
B 100 pA

100 mV 100 mV

e) © pH 6.8 + 40 mM NH4CI

d) e pH 6.8

Figura 25. La activacién de la corriente registrada en células espermatogénicas de ratén Slo3” no es
dependiente del pH. En a) protocolo de estimulacién. En b) y c) trazo representativo de la corriente registrada en
células espermatogénicas de ratén Slo3” con el pHi ajustado a 6.8 y 6.8 + 40 mM NH4Cl respectivamente. En d) y
e) trazo representativo de la corriente registrada en células espermatogénicas de ratén Slo3** con el pHi
ajustado a 6.8 y 6.8 + 40 mM NH4Cl, respectivamente.
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Figura 26. La activacion de la Ik registrada en células espermatogénicas de ratén Slo3”" no es
dependiente del pHi. En a) curva I-V con la corriente normalizada respecto a la capacitancia. En b)
gréfica de barras de la densidad de corriente registrada a +110 mV (media # error estdndar).
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El canal Slo3 se expresa en el 60% de las células espermatogénicas
redondas registradas

Al contabilizar el nimero total de células espermatogénicas registradas y al
considerar la evidencia generada a partir de los resultados previamente
mostrados en las Figuras 20, 23 y 25 se realiz6 una grafica del porcentaje de
células registradas, en la cual, se puede observar que el canal Slo3 se expresa en

el 60% de estas células (Figura 27).

Figura 27. Gréfica de barras del porcentaje total de células espermatogénicas registradas.
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Discusion

Se ha demostrado que el canal de K* Slo3 se expresa especificamente
en células testiculares y espermatozoides de diferentes especies de
mamifero, entre las cuales hay una baja conservacion en la secuencia
de aminoacidos y poseen caracteristicas especificas de acuerdo a la

especie (Santi et al, 2009).

No obstante, hasta el momento no se ha explorado la actividad de
este canal en células espermatogénicas de mamifero, las cuales debido
a su tamafo ~6 ym de diametro (Mays et al, 1995) podrian facilitar la
obtenciéon de registros electrofisiolégicos y ser utilizadas para

investigar las propiedades biofisicas y farmacologicas de este canal.

Ante este contexto, en este proyecto se propuso caracterizar
electrofisiologicamente la presencia del canal Slo3 en células
espermatogénicas de raton y, adicionalmente, nos planteamos
caracterizar las propiedades farmacologicas de este canal en sellos de

alta resistencia en ausencia y presencia de clofilium.

Debido a que el bloqueo de la Ik rectificante saliente registrada en
células espermatogénicas se da Unicamente a potenciales
depolarizantes, cabe la posibilidad de que el clofilium inhiba otra
conductancia de K* como la del canal Slol, el cual recientemente se
registr6 en espermatozoides de humano (Mannowetz et al, 2013),
suscitando asi una controversia respecto al origen de la Ik atribuido
anteriormente al canal Slo3 (Santi et al, 2009; Yang et al, 2009; Santi et
al, 2010; Tang et al, 2010; Zeng et al, 2011; Lishko et al, 2012; Yang et
al, 2011; Leonetti et al, 2012; Chavez et al, 2013; Zheng et al, 2013),

esta evidencia mas la reportada en un trabajo recientemente
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publicado en el cual se propone que el canal Slo3 de humano
trasporta Ca>* (Brenker et al, 2014) han llevado a este y a otros grupos
a proponer que la Ix rectificante saliente registrada en
espermatozoides de humano proviene de un canal heterotetramero

Slo3/Slol formado a partir de “splicing” alternativo.

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que el canal Slo3 se
expresa en el 60% de las células espermatogénicas registradas de
ratones silvestres y esta ausente en las de ratones Slo3”". La corriente
de K* del canal Slo3 se activa a potenciales depolarizantes, a pHi
alcalino y se bloquea con clofilium a potenciales depolarizantes (de

+70 a +130 mV).

Estos hallazgos sugieren que las células espermatogénicas, al ser
células nativas y de mayor tamafio que el espermatozoide representan
un excelente modelo de estudio del canal Slo3, esta caracteristica
aunada a su tamafo permitira realizar investigacion farmacologica
mediante la técnica de fijacion de area de membrana automatizada

“patch-clamp” automatizado.
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Conclusiones

En este trabajo se caracteriz6 mediante registros de fijacion de voltaje

*/*y 'y nulos

en células espermatogénicas de ratones silvestres (Slo3
(Slo3™7) el efecto del pHi sobre una Ix saliente, la cual presenta las
mismas caracteristicas de activacién por voltaje y alcalinizacion del pHi
que la Isio3 registrada en espermatozoides epididimales de la misma
especie.

Aunado a esto, se determinaron en sellos de alta resistencia en
ausencia y presencia de clofilium las propiedades farmacoldgicas de la
Ix previamente referida, la cual presenta un porcentaje de bloqueo del
30% a potenciales depolarizantes.

Los datos generados en este trabajo sugieren que el canal Slo3 tiene

una tasa de expresion del 60% en células espermatogénicas de raton.

Perspectiva

Realizar investigacion farmacoldgica mediante la técnica de fijacion de
area de membrana automatizada “patch-clamp” automatizado en
células espermatogénicas redondas de raton para determinar posibles
bloqueadores del canal Slo3 esencial en la fertilidad de murinos y
posiblemente de humanos. De encontrarse algun bloqueador que
inhiba mas del 96% de la corriente, este podria ser considerado
bloqueador especifico del canal Slo3 con potencial para desarrollar

una alternativa como anticonceptivo masculino no hormonal.
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Anexos

Nombre de la enzima

B-N-Acetilglucosaminidasa

Fosfatasa acida

Acrosina

Arilamidasa

Arilsulfatasa A

Aspartilamidasa

Calpaina II

Catepsina-D

Nombre de la enzima

Dipeptidil peptidasa

Esterasas

B-Galactosidasa

Hialuronidasa

Neuraminidasa

Fosfolipasa A,

Fosfolipasa C

Anexo 1. Enzimas hidroliticas expresadas en el acrosoma de espermatozoides de humano.
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CoHs
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CI—{;-:_\ ) )—(CHy);— N"— CH, — (CH,); —CH,

N |
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b)

Canal idnico Referencia

Kv1.5 140 nM Malayer et al, 1995

hERG1 1.37 nM Kim et al, 2007

Slo2 - Slick 331 uM Tejeda et al, 2012
Slo2 - Slack 109 uM

Slo3 25 uM Navarro et al, 2007

Anexo 2. En a) estructura quimica del clofilium. En b) tabla de ICsy de clofilium sobre diferentes canales.
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Anexo 3. Estacion de trabajo de electrofisiologia (Fotografias tomadas en el laboratorio del
Dr. Alberto Darszon, en el departamento de Genética del Desarrollo y Fisiologia Molecular
del Instituto de Biotecnologia de la UNAM).
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