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Resumen

Durante el ascenso hacia el ovocito los espermatozoi-
des se contactan con fluidos de diferentes osmolalida-
des. Se ha determinado que el espermatozoide expe-
rimenta un cambio de volumen para regular la va-
riacion osmética. Durante el manejo estdndar con
técnicas de recuperacion como el swim up, el esper-
matozoide es transferido desde el plasma seminal hi-
pertdnico a un medio de cultivo isotdnico. Este pro-
cedimiento envuelve una transferencia de pequenas
moléculas osmdticamente activas (K, Cl~, aniones
orgdnicos) y agua a través de canales sensibles al vo-
lumen. Existe evidencia de que el reto osmdtico jue-
ga un rol fundamental en la adquisicion de habili-
dad fecundante del espermatozoide. Hemos demos-
trado que los pardmetros cinemdticos del movimien-
to son afectados significativamente por la quinina.
Durante el manejo estdndar de técnicas utilizadas in
vitro, el espermatozoide es sometido a un cambio hi-
poosmético luego de la eyaculacion, y la posibilidad
de regular el equilibrio osmético mediante canales
idnicos selectivos es crucial para restablecer la fun-
cidn espermdtica. El aumento en el volumen esper-
mdtico fue acompanado por una reduccion de la ve-
locidad progresiva del patrén de movimiento. Se es-
tima que el efecto del inhibidor se hace evidente en
etapas de migracion espermdtica, y no, durante la
expresion de la capacidad fecundante.

Palabras claves. espermatozoides humanos, regula-
cion del volumen, quinina, canales de K, cinética
del movimiento, reaccién acrosomal.
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Osmotic regulation and K* channels
of human spermatozoa

Summary

During their ascent towards the oocyte, spermatozoa
counteracts environments, with fluids of differents os-
molalities. It has been found that spermatozoa exhi-
bits a volume change ro regulate osmotic challenge.
During standard swim up procedure, spermatozoa
are transferred from the hypertonic Seminal Plasma
to the hypotonic culture medium. This process invol-
ves a transference of small osmolytes (K, CI~, orga-
nic anions) and water out of the cell via volume-sen-
sitive channels. Most evidence suggest that osmotic
conditions play a central role in sperm fertilizing
ability. We showed that the parameters motion pat-
tern were significativily affected by Quinine. During
standard in vitro procedures sperm are subjected to
an hypoosmotic challenge upon ejaculation, and the
regulation of osmotic equilibrium via ion selective
channels is crucial for restore sperm function. The in-
crease in sperm volume was accompanied by reduced
straightline velocity of the swim path, as measured by
computer-aided sperm analysis. Inhibitory activity
could be associated with sperm migration and not
with sperm fertilization hability.

Key words. human spermatozoa, volumen regula-
tion, quinine, K channels, cinetic of movement,
acrosomal reaction.

Introduccion

Los fluidos fisioldgicos a los cuales estdn ex-
puestos los espermatozoides desde su origen en el
testiculo hasta el sitio de la fecundacién presentan
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una osmolalidad variable. Se ha determinado que
el fluido testicular presenta una osmolalidad de
280 mOsm/kgH-O, el epididimario y plasma se-
minal (PS) valores de alrededor de 400 mOsm/kg
y el uterino de fase ovulatoria de 284 mOsm/kg-
H:O."¢ El espermatozoide debe regular su volu-
men al migrar desde un medio de alta osmolali-
dad como es el PS y pasar a fluidos de osmolali-
dad menores como son la secrecién uterina y el
fluido tubario. Esto generaria un szress hipoosmé-
tico para lo cual el espermatozoide debe contra-
rrestar este cambio intercambiando agua y molé-
culas osméticamente activas.”*

Durante el manejo 7z vitro en las técnicas de
reproduccidn asistida, los espermatozoides méti-
les son extraidos del PS y resuspendidos en me-
dios de cultivo los cuales no resultan isoosmolales
al PS, ya que los medios utilizados en el manejo
in vitro de las gametas poseen osmolalidades cer-
canas a 280 mOsm/kgH:O para los medios de
cultivo, y en algunos casos como los crioprotecto-
res de alrededor de 3.000 mOsm/kgH.O.

Dado que el volumen espermdtico estd influen-
ciado por el equilibrio de las moléculas osmética-
mente activas a través de sus membranas, funda-
mentalmente mediante canales,”" un defecto en la
regulacién del mismo podria derivar en un dafio
permanente que conducirfa a una falla en los me-
canismos de capacitacién y fecundacién. Como
consecuencia se podria modificar o deteriorar la
funcién espermatica. El objetivo de este trabajo fue
determinar la participacién de canales de K’ sensi-
bles a quinina durante la regulacién del equilibrio
osmotico en espermatozoides humanos.

Metodologia

Se utilizaron muestras de semen con mis de
20 x 10°ml de espermatozoides y mds de 50% de
espermatozoides méviles (n = 21). La osmolali-
dad de los PS se determiné con osmémetro de
punto de congelamiento (Osmomat-030). Los
espermatozoides mdtiles se seleccionaron me-
diante la técnica de swim-up (Ham’s F-10 con
BSA 4 mg/ml), en ausencia (control) o presencia
de quinina (Q) utilizada como inhibidor de cana-
les de K' (C y Q respectivamente). Se evalué la
viabilidad (Eosina-Y), el movimiento objetivo y
la cinética de movimiento (CASA), la morfologfa
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y el indice de anomalfas maltiples (IAM = canti-
dad de anomalias totales/espermatozoides ané-
malos totales) y la reaccién acrosomal (RA) indu-
cida por fluido folicular (FF) luego de una incu-
bacién de 20 hs en 5% CO: y tincién con Pissum
sativun mediante microscopfa de fluorescencia.
En un estudio preliminar se determiné la concen-
tracién adecuada de quinina de modo que no re-
sultara tdxica para los espermatozoides; para ello
se determiné la concentracién adecuada de Q
(porcentaje de espermatozoides métiles y sobrevi-
da no diferentes a C), utilizando sulfato de quini-
na segtin: Qi: 62,5 pM y Q2: 125 pM (n = 8). La
concentracién QQ: generé una disminucién signi-
ficativa en la viabilidad y el porcentaje de esper-
matozoides mdtiles (p<0.01 y 0.05, respectiva-
mente) por lo cual la concentracién adecuada
(Q)) se utilizé en los estudios posteriores. La re-
versibilidad del efecto inhibitorio se evalué me-
diante pardmetros del movimiento objetivo y ci-
nética, la morfologfa y el IAM y sobre la RA, lue-
go de centrifugar los espermatozoides (600g, 5
min) y resuspender los mismos en medio control
luego del tratamiento (C y Q). Los datos expre-
sados como media + ES se analizaron con tests de
Tukey y Dunnett, considerando significativo un
valor de p<0.05.

Resultados

La osmolalidad media de los PS fue de 386 +
12 mOsm/kgH:O. Al evaluar la cinética del mo-
vimiento se determiné que en presencia de Qi, la
velocidad rectilinea (VSL), la velocidad media
(VAP) y la linealidad de la trayectoria (LIN) re-
sultaron inferiores respecto al control: C
(*p<0.01 y **p<0.001; como se puede apreciar
en la Figura 1) sin que se afecte la viabilidad (>
90% en todos los casos). Ademis, el efecto se re-
virti6 al eliminar Q1, volviendo a valores similares
a los determinados para el control.

Para evaluar si la accién inhibitoria de la qui-
nina, que se determiné previamente sobre el mo-
vimiento, se encontraba relacionada con un cam-
bio en la forma del espermatozoide se evalué la
morfologfa a través del porcentaje de formas nor-
males, las anomalias del flagelo y el Indice de
Anomalias Multiples (IAM). Ademis, se evalué
la reversibilidad de dicha accién mediante el lava-
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do y resuspension en un medio sin inhibidor.

En presencia de Qi el porcentaje de anomalias
de flagelo fue mayor que en C (C: 12,31 + 1,33%
vs Qu: 17,65 = 1,46%; p<0.01), las diferencias en
IAM (Figura 2, C: 1,46 + 0,04% vs Qu: 1,58 =
0,07%; **p<0.01) se asociarian a la respuesta evi-
denciada sobre el flagelo.

Estos resultados apoyarfan la idea de que en
presencia del inhibidor, el cual no le permite re-
gular el desequilibrio sacando K, el espermato-
zoide al salir del PS sufriria un stress hipoosméti-
co que lo harfa incluir agua a expensas de modi-
ficar la histologia del flagelo. Esto explicaria que
se muevan con menor linealidad ya que presen-
tan estas modificaciones en el flagelo.

Se evalud si el efecto también se reflejaba en
una modificacién de la capacidad de sufrir la RA
ante un inductor filolégico como medida indi-

recta de la habilidad fecundante de los esperma-
tozoides. Para ello, los espermatozoides recupera-
dos y tratados o no con Q, fueron capacitados 20
hs (ON) en un medio libre de Q y luego induci-
dos a responder a un inductor fisiolégico de la
RA, como es el fluido folicular (FF). Se evalué
también la capacidad de responder al inductor de
modo significativamente mayor en todos los ca-
sos respecto de sus basales (n = 6, a: p<0.01; Fi-
gura 3). Estos resultados indicarfan que el inhibi-
dor no modificaria ni el estado acrosomal de los
espermatozoides ni su habilidad para responder al
inductor fisiolégico como es el FE

Los espermatozoides expuestos a Q y luego la-
vados (QLavON) presentaron un mayor porcen-
taje de espermatozoides reaccionados (RT) res-
pecto del control y de los bloqueados (Figura 3; n
= 6, *p<0.05 y **p<0.01, respectivamente).

Figura 1. Pardmetros cinéticos que describen las trayectorias del movi-
miento evaluados en las diferentes condiciones, control (C), presencia de

inhibidor (Q1) y los respectivos lavados (LavCy LavQ.) (n = 21, **p<0.01

Y **9<0.001).

40 40 70
_I_ rE —F— Fkk _T_
35 35 e I 60
30 30 50
25 " % 40
20
20 30
15 15
20
10 10
5 5 10
0 0
C LavC Qi LavQ C LavC Q; LavQ C LavC Q; LavQ
VSL (pm/s) VAP (pm/s) LIN

Figura 2. Evaluacién de la morfologia en las diferentes condiciones, con-

trol (C), presencia de inhibidor (Q.) y los respectivos lavados (LavC y

LavQy) (n = 21; *p<0.01).
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Figura 3. Evaluacion de la RA en las diferentes con-
diciones, control (CON), control inducido (CONFF),
presencia de inbibidor (QON), presencia de inhibi-
dor inducido (QONFE) y sus respectivos lavados
(QLavON y QLavONFE) (n = 6; a: p<0.01 respec-
to de sus basales; *p<0.05 y **p<0.01 respecto del blo-
queado lavado).
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En la Figura 4 se presentan a modo de ejem-
plo algunas imdgenes de los preparados de mor-
fologia y RA.

La Poblacién Inducible (diferencia entre los

espermatozoides reaccionados luego de inducir la
RA y los reaccionados sin induccién o basales, PI
= [-B) es un pardmetro que indica la poblacién de
espermatozoides con posibilidades de fecundar al
ovocito. En esta etapa se evalud si el bloqueo de
los canales afectaba a la PI y si dicho efecto era re-
versible, o sea, si cesaba al removerse el inhibidor.

Al evaluar la poblacién inducible total (Figu-
ra 3), se determiné que la PI no fue diferente
para los distintos tratamientos. En todos los ca-
sos las PI estuvieron por encima del 15%, lo
cual se puede considerar como una referencia
respecto de la respuesta al inductor. La accién
inhibitoria (de quinina sobre el canal de K') es
reversible, sugiriendo una unién débil del inhi-
bidor al espermatozoide. Estos resultados indi-
carfan que las poblaciones que responden al in-
ductor fisiolégico no son afectadas por el inhi-
bidor, por lo cual se estima que el efecto del in-
hibidor estd en las etapas de migracién y no de
capacidad fecundante.

Figura 4. Morfologia y reaccion acrosomal de espermatozoides expuestos a quinina.

Aspecto que presentan los espermatozoides expuestos a quinina. En el panel A se aprecia la morfologia al
microscopio dptico, en el B con epifluorescencia (tincion con Pisum sativum) y en C dptico muestra ovi-
ginal. A pesar de la presencia de malformaciones marcadas en la cabeza de algunos espermarozoides, el

acrosoma estd presente (aumento 1.000x).

Conclusion

Estos datos apoyan la idea de que, al menos
in vitro, los espermatozoides funcionan como
un osmémetro perfecto, y utilizan al K* para
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equilibrar su medio interno y regular su volu-
men al salir del plasma seminal. En este trabajo
se demostré que cuando el espermatozoide
abandona el PS para comenzar el ascenso por el

.
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tracto femenino, encuentra medios de osmola-
lidades menores al PS por lo que es de esperar
que exista un szress hipoosmético que deberad
contrarrestar para regular su volumen. Cuando
los espermatozoides son expuestos a un inhibi-
dor de canales de K', se observan cambios aso-
ciados a una modificacién del volumen celular
con alteraciones morfoldgicas evidentes a nivel
del flagelo, lo cual se evidencia en el patrén de
desplazamiento progresivo sin modificacién de
la capacidad fecundante del mismo, ya que no
modifica el estado acrosomal de los espermato-
zoides ni su habilidad para responder a un in-
ductor fisiolégico como es el FE La utilizacién
del bloqueo de canales necesarios para la regu-
lacién de la funcién espermdtica y su asociacién
con una disminucién en la migracién espermé-
tica, podria ser empleado para fines contracep-
tivos, y se sugiere que serfa utilizable como
complemento de algiin método a nivel del canal
cervical o utero ya que estarfa impidiendo una
normal migracién. Es importante tener en
cuenta que la respuesta fisiolégica en la regula-
ci6én del volumen involucra a mds de una molé-
cula osméticamente activa, y la relacién de es-
tos movimientos que involucran canales es te-
rreno interesante para futuros estudios de anti-
concepcién. En esta etapa se evalué si el blo-
queo de los canales afectaba a la PI y si dicho
efecto era reversible, o sea, si cesaba al remover-
se el inhibidor. El resultado encontrado indica-
ria que las poblaciones que responden al induc-
tor fisiolégico no son afectadas por el inhibidor,
por lo cual se estima que el efecto del inhibidor
estd en las etapas de migracién y no de capaci-
dad para interactuar con el ovocito.
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