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Resumen

Los transportadores de iones en la membrana
plasmatica y en los organelos intracelulares
controlan la homeostasis ionica de la célula que es
esencial para la mayoria de las funciones celulares.
Durante la fecundacion, el espermatozoide sufre
cambios fisioldgicos, bioquimicos y moleculares,
que le permiten alcanzar y fecundar al 6vulo. Los
flujos idnicos, por ejemplo, de Ca?*, K*, H*, Na*, CI-
y HCOg, regulan muchos de estos cambios. Por
consiguiente, alteraciones genéticas que conduzcan a
la deficiencia o mal funcionamiento de los
trasportadores de iones, impide al espermatozoide
fecundar al o6vulo, comprometiendo la fertilidad
masculina. Nuestro laboratorio ha estudiado como
estos flujos iénicos le permiten al espermatozoide
adquirir la capacidad de fecundar al 6vulo. En este
capitulo intentamos resaltar aquellas entidades que
participan en tres de los cambios més importantes
que lleva a cabo el espermatozoide de humano y de
ratbn durante su viaje en el tracto reproductor
femenino. Estos son el batido flagelar, la
capacitacion y la reaccién acrosomal. Todavia hay
mucho por investigar para comprender la
fecundacion.

alabras claves: Fecundacidn, espermatozoide, batido
flagelar, capacitacidon, reaccién  acrosomal,
transportadores de iones

Summary

lon transporters in the plasma membrane and
intracellular organelles regulate the cell's ionic
homeostasis, which is essential for most cellular
functions. During fertilization, the sperm undergoes
physiological, biochemical, and molecular changes
that enable it to reach and fertilize the egg. lonic
flows, for example, of Ca?*, K*, H*, Na*, CI, and
HCOs, regulate many of these changes.
Consequently, genetic alterations that lead to
deficiency or malfunction of ion transporters prevent
the sperm from fertilizing the egg, thus
compromising male fertility. Our laboratory has
studied how these ionic flows allow the sperm to
acquire the capacity to fertilize the egg. In this
chapter, we aim to highlight those entities involved
in three of the most important changes that human
and mouse sperm undergo during their journey in the
female reproductive tract. These are the flagellar
beating, capacitation, and the acrosomal reaction.
Much remains to be researched to fully understand
fertilization

Keywords: Fertilization, sperm, flagellar beating,
capacitation, acrosomal reaction, ion transporters
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Introduccién

La fecundacion es un proceso bioldgico altamente
regulado en el cual dos gametos: el 6vulo y el
espermatozoide, se fusionan permitiendo la
formacién de un nuevo individuo. En los mamiferos,
la fecundacién involucra el viaje del espermatozoide
(Figura 1A) a través del tracto reproductor femenino
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hasta la region donde se localiza el 6vulo maduro
(Figura 1B). Durante este trayecto, el espermatozoide
sufre cambios bioquimicos (p. €j., la fosforilacion de
proteinas), fisiolégicos (p. €j., el incremento de Ca?*
intracelular) y morfoldgicos (p. €j., la reaccién
acrosomal), que son cruciales para una fecundacion
exitosa (1).
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Figura 1. Morfologia del espermatozoide y su viaje a través del tracto reproductor femenino. A. Se muestra una representacion de la
morfologia del espermatozoide de humano y ratén. El acrosoma y el nicleo se localizan en la cabeza, ambos rodeados por una pequefia
cantidad de citoplasma (el nicleo no se muestra para facilitar la visibilidad del acrosoma). En el cuello se localiza la envoltura nuclear
redundante (la gota citoplasméatica no se muestra para facilitar la visibilidad de la envoltura nuclear redundante). El flagelo se divide en tres
partes: la pieza media (region donde se localizan las mitocondrias), la pieza principal y la pieza final. A lo largo de la pieza media y principal
se encuentra el axonema, el cual provee de movimiento a la célula. B. Representacion esquemética del viaje del espermatozoide de humano

a través del tracto genital femenino. Figura creada usando BioRender.

El espermatozoide almacenado en el epididimo es
incapaz de fecundar al dvulo. Esta capacidad la
adquiere en un proceso de maduracion conocido
como capacitacion (1-3). La capacitacion ocurre en
el tracto genital femenino y comprende una serie de
eventos moleculares que preparan a la célula para
poder llevar a cabo un evento exocitotico Unico
Ilamado reaccion acrosomal (RA) (Figura 2). Durante
este proceso de maduracion la albumina y otras
proteinas reducen el contenido de colesterol de la
membrana plasmética del espermatozoide de
mamifero. Lo anterior disminuye la rigidez de su

membrana plasmatica y reorganiza a otros lipidos y
proteinas de esta membrana. A la par, durante la
capacitacion, el batido flagelar del espermatozoide
cambia de una forma activa y simétrica a una
hiperactiva y asimétrica. Esta Gltima es muy
propulsiva y le permite al espermatozoide despegarse
de ciertos sitios del tejido epitelial del oviducto para
alcanzar y fecundar al dvulo (1). La capacitacion del
espermatozoide se puede realizar in vitro en el
laboratorio usando un medio que contenga Ca?,
HCO;3 y albumina.

© 2025 Mensaje Bioguimico. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.; Vazquez-
Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM.



Oliver y Darszon. Mens. Bioquim. 49 (2025): 134-148

Antes de la capacitacion

Nucleo

Capacitacion

Nucleo

136

Reaccion acrosomal

o
°
<)
o °
L) v~
/e,
Q’\I ’/./ B ‘ .
% o L o X\

L ' e,
) 7’
L b d \ -
Acrosoma \,

Nucleo

I Filamentos de n Membrana acrosomal T Membrana acrosomal

actina

externa

interna

Figura 2. Modelo de la reaccién acrosomal en el espermatozoide. La capacitacion tiene lugar en el tracto genital femenino y prepara al
espermatozoide para llevar a cabo la reaccién acrosomal (RA). La RA es un proceso exocitético que involucra maltiples eventos de fusion
entre la membrana plasmatica del espermatozoide y sitios especificos de la membran externa del acrosoma. A diferencia de otros procesos
exocitéticos, en la RA no se lleva a cabo el reciclaje de membrana de ahi que este proceso sea Unico e irreversible. Los granulos de color

rojo representan iones de Ca?". Figura elaborada con base en: (4, 5).

Un aspecto fundamental del mecanismo de
comunicacion entre el espermatozoide y el dvulo es
la regulacion de la permeabilidad i6nica a través de la
membrana plasmatica y los organelos intracelulares.
El flujo de iones (p. gj., Ca?*, K* y HCO3') a través de
los intercambiadores, las bombas dependientes de
adenosin trifosfato (ATP) y los canales iénicos,
contribuyen a la maduracién del espermatozoide. Al
mismo tiempo, estas entidades mantienen la
homeostasis i6nica durante el estado quiescente de la
célula (6-8). Por lo tanto, la identificacion de estos
transportadores de iones es crucial para entender los
mecanismo moleculares que subyacen a la
fecundacion.

Gradientes de iones en el espermatozoide y como
estudiarlos

En el espermatozoide, los trasportadores de iones
se regulan por factores fisiologicos (p. e€j., la
temperatura, el pH, la progesterona en el tracto) y no
fisioldgicos (p. ej., compuestos que modifican el pH
externo o interno, o la permeabilidad i6nica como los
ionoforos) (6, 9). Se ha reportado que la entrada de
Ca?* extracelular, el incremento del pH intracelular
(pHi) y la liberacion de Ca?* desde los reservorios
intracelulares, como la envoltura nuclear redundante
(ENR), desencadenan la motilidad hiperactiva del
flagelo durante la capacitacion (6). De igual forma, la

RA depende de un incremento en la concentracion de
Ca?* citoplasmico ([Ca?*])) y del pHi (6, 10).
Recientes hallazgos en nuestro laboratorio muestran
gue la alcalinizacién del pH acrosomal (pH.) que
ocurre durante la capacitacién (10, 11), estimula la
liberacion de Ca®* desde el acrosoma promoviendo la
RA. Esta alcalinizacién del pHa. se puede inducir
exponiendo a los espermatozoides a bases débiles
permeables como las aminas  secundarias
hidrofébicas (9, 12).

Estudiar y caracterizar a los trasportadores de
iones expresados en el espermatozoide es una tarea
ardua que requiere una amplia gama de técnicas
moleculares, inmunoldgicas, electrofisioldgicas,
biogquimicas y de microscopia. En principio, el
progreso en la identificacién de estos transportadores
se debe en gran medida a un método
electrofisioldgico llamado “patch-clamp”. En el
espermatozoide, la medicion de las corrientes ionicas
mediante “patch-clamp” se hace obteniendo un sello
de alta resistencia entre un microelectrodo y la
membrana plasmatica, en la gota citoplasmaética. La
gota citoplasmaética se genera durante la maduracién
del espermatozoide en la espermatogénesis y sirve
para eliminar componentes celulares que el
espermatozoide maduro ya no necesitara (Figura 3)
(6, 13).
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Figura 3. Los transportadores de iones electrogénicos en el espermatozoide se pueden estudiar usando electrofisiologia. El “patch-
clamp” es un método electrofisiologico en el que se usa una pipeta de vidrio con una punta con un orificio de fracciones de micra, la cual
contiene en su interior un electrodo de metal. Esta pipeta se llena de solucion de registro para establecer un sello de alta resistencia eléctrica
y mecénica con la gota citoplasmatica del espermatozoide. Para registrar las corrientes de toda la célula es necesario romper con pulsos
cortos de voltaje la membrana plasmética que esta dentro de la pipeta sin perder el sello con la célula. En el bafio se conecta el electrodo

de tierra. Figura creada usando BioRender.

La microscopia de fluorescencia también ha sido
crucial para comprender el trasporte de iones en el
espermatozoide, ya que permite medir su
concentracion en el citosol y estimar su contenido en
pozas intracelulares (Figura 4). En particular, las
sondas fluorescentes sintéticas sensibles a iones
especificos como el Ca®*, permiten evaluar los
cambios celulares de dichos iones durante periodos
largos o tan cortos como milisegundos y con
precision espacial de micras o menos (14). Estas
moléculas consisten en un fluoréforo (p. ej., la
fluoresceina) unido quimicamente a un motivo

Cargado de los
espermatozoides con
sondas fluorescentes

sensibles a diferntes iones.

guelante del ion a estudiar (p. €j., el BAPTA, un &cido
aminopolicarboxilico quelante de Ca®*; Kd = 110
nM). La esterificacion de los carboxilos del agente
guelante lo hace parcialmente hidrofobico,
permitiendo a la sonda atravesar la membrana celular.
Dentro de la célula, los esteres se hidrolizan gracias a
las esterasas y el &cido queda libre, basicamente
imposibilitado para salir (15). Los indicadores
fluorescentes sintéticos varian en su propiedades,
tales como la afinidad por el ion, caracteristicas
espectrales, permeabilidad celular y capacidades
radiométricas (16)

Figura 4. Los flujos iénicos en el espermatozoide se pueden estudiar usando microscopia de fluorescencia. Los espermatozoides se
colectan e incuban con la sonda fluorescente. Posteriormente, las células se recuperan mediante centrifugacion, se resuspenden en medio
de registro y se mantienen en la oscuridad durante el experimento. Una vez cargados los espermatozoides se adhieren a un cubreobjeto que
se monta en una camara para realizar el registro en el microscopio de fluorescencia. La sonda fluorescente al unirse a un ién especifico
experimenta un cambio en sus propiedades fluorescentes. La afinidad de la sonda por un i6n especifico se mide cuantitativamente a través
de la constante de disociacion (Kd), en donde un valor de Kd més bajo indica una mayor afinidad entre las moléculas. Figura creada usando
BioRender.
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El uso del “patch-clamp” y los indicadores
fluorescentes son herramientas indispensables para
estudiar e identificar a los transportadores de iones
expresados en el espermatozoide. Otra herramienta
para estudiar a los transportadores i6nicos es la
farmacologia. Hoy en dia existe una amplia gama de
inhibidores, pero siempre hay que hacer experimentos
control para establecer su especificidad. La
posibilidad de eliminar genéticamente a un
transportador iénico especifico, cuando es posible,
puede demostrar su contribucién a la homeostasis
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i6nica de la célula. Sin embargo, los mecanismos
compensatorios pueden limitar esta estrategia (17).

Transporte de Ca®* a través de la membrana
plasmética

Un aumento en la [Ca?*]; es esencial para regular
el batido flagelar hiperactivo, la capacitaciony la RA.
En el espermatozoide se han descrito varios
mecanismos que regulan la dinamica espacial y
temporal de los niveles de Ca?* citosolico (Figura 5)
(6, 18-20).
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Figura 5. Transporte de Ca?* en la membrana plasmatica del espermatozoide. Se muestran los transportadores que regulan la entrada de
Ca?* extracelular en la célula. Las bombas PMCA4 remueven el Ca?* del citosol restaurando los niveles basales de Ca?. Abreviaturas:
CaV: canales de Ca?" voltaje dependientes; P2X: receptores purinérgicos; TRP: receptores de potencial transitorio; Orai: subunidad de los
canales de Ca?" operados por reservorios de Ca?* intracelulares; CatSper, canal de Ca?* especifico del espermatozoide; PMCA4: bombas
de Ca?* de lamembrana plasmatica. Las figuras del humano y raton indican la especie donde estan presentes los transportadores. Modificado

de: (46). Figura creada usando BioRender.

El canal de Ca?* especifico del espermatozoide,
CatSper, se expresa en cuatro bandas a lo largo de la
pieza principal del flagelo (21). Este canal se
considera el sitio predominante de entrada de Ca?*
extracelular a la célula. Las sefiales de Ca?* generadas
por los canales CatSper impactan en casi todos los
eventos moleculares que le permiten al
espermatozoide fecundar al 6vulo, y su ausencia
origina infertilidad. Los canales CatSper responden a
diferentes estimulos (p. €j., un incremento del pHi) y
se inhiben y/o activan por multiples moléculas como
la progesterona (Pg) (21). En el espermatozoide de
humano se ha reportado que la Pg activa a CatSper

mediante un mecanismo que involucra la hidrélisis
del 2-araquidonilglicerol, un endocannabinoide que
mantiene secuestrado a estos canales (22, 23). El
incremento en la [Ca?*]; originado por la Pg promueve
el batido flagelar hiperactivo y se ha propuesto, aun
cuando hay controversia, que desencadena la RA (24,
25). En contraste, en el espermatozoide de raton, la
Pg induce un aumento transitorio en la [Ca®]; en la
cabeza promoviendo la RA (26). No obstante, no se
conoce en detalle como la Pg dispara la RA en el
espermatozoide de ratén. La Pg también induce el
batido flagelar hiperactivado en estas células (27).
Nuestro laboratorio ha propuesto que el adenosin
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monofosfato ciclico (AMPc), también regula a los
canales CatSper en el espermatozoide de ratén y su
efecto es mediado por la proteina quinasa A (PKA)
(28). De manera interesante, el ratén carente de la
subunidad catalitica Ca2 de la PKA es infértil y sus
espermatozoides exhiben defectos asociados con la
capacitacion (29).

Otras entidades moleculares que posiblemente
contribuyen en la regulacién de los flujos de Ca®*
extracelular en el espermatozoide son los receptores
de potencial transitorio (TRPs) como la melastatina 8
(TRPM8). Los TRPMS8 son canales catidnicos no
selectivos, dependientes de voltaje que se activan
principalmente con temperaturas frias y ciertos
compuestos refrescantes como el mentol (30). En el
espermatozoide de humano y ratén, los TRPM8 se
localizan en la cabeza y el flagelo. Los agonistas de
estos canales son capaces de inducir la RA en la célula
de humano, sin embargo, los inhibidores no afectan la
RA estimulada por la Pg y zona peltcida (Zp) (30).
En contraste, en el espermatozoide de raton, los
antagonistas de los TRPM8 bloquean parcialmente la
RA inducida por Pg y Zp (31). Estos resultados
sugieren que, en las células de humano, los TRPM8
podria participar principalmente en la quimiotaxis y
termotaxis de la célula, mientras que, en el raton,
contribuiria al incremento de Ca?* intracelular que
desencadena la RA. Por otra parte, se ha propuesto
que los TRP2 también participan en las sefiales de
Ca?* inducidas por la Zp que estimulan la RA en el
espermatozoide de ratén (32).

Por su parte, los receptores purinérgicos (P2X)
cuya activacion depende de la adenosina y el ATP,
también parecen contribuir de manera significativa en
la regulacion de los flujos de Ca®>* en el
espermatozoide. Los receptores P2X se localizan en
la cabeza y en la pieza media del espermatozoide de
humano y de ratdn (33). En particular, la activacion
de los receptores P2X4 induce un aumento en la
[Ca**];, este incremento de Ca?* conduce a un cambio
en el volumen de la cabeza del espermatozoide de
humano, que contribuiria al hinchamiento del
acrosoma, un paso crucial durante la RA en esta
célula (34).

Los canales de Ca®* voltaje dependientes (CaV)
son otra via de ingreso de Ca?* extracelular y se ha
reportado que se localizan en la cabeza y el flagelo
del espermatozoide de raton. Su presencia sigue
siendo cuestionada en el campo. Estos canales
modulan la entrada de Ca?* en respuesta a la
despolarizacion de la membrana. Se ha propuesto que
el canal CaV2.3 contribuye en los transitorios de Ca?*
que promueven la RA inducida por la Zp y el batido
flagelar hiperactivo durante la capacitacion (35, 36).

Oliver y Darszon. Mens. Bioquim. 49 (2025): 134-148

Por otra parte, la entrada de Ca?* operada por los
reservorios de Ca?" intracelulares es una via
importante de influjo de Ca?" extracelular en el
espermatozoide (6, 9, 37). Las proteinas Orail son
una subunidad de los canales de Ca?* operados por
reservorios de Ca?* intracelulares (SOC) y se activan
por la liberacion de Ca?* desde pozas acidas (p. €j., el
acrosoma). También se ha propuesto que estos
canales se estimulan por receptores acoplados a la
proteina G (12, 38). La proteinas Orail se localizan
en la cabeza y pieza media del flagelo en el
espermatozoide de humano y raton (18, 39). Estas
entidades moleculares contribuyen al hinchamiento
del acrosoma durante la RA estimulada por Pg en el
espermatozoide de humano (40). Ademas, el raton
carente de esta proteina es infértil y sus
espermatozoides tiene graves defectos en el batido
flagelar. Este raton presenta una notable reduccion
del nimero de espermatozoides. Lo anterior sugiere
que, a diferencia de CatSper, las proteinas Orail son
necesarias para el desarrollo de gametos en los
tibulos seminiferos de los testiculos y para la
integridad de la célula durante su maduracién en el
epididimo (41).

A la par, tras un aumento en la [Ca?*];, las bombas
de Ca** de la membrana plasmatica (PMCA)
contribuyen a restablecer los niveles basales de Ca?*
intracelular. En particular, las PMCA4 localizadas en
la pieza principal del flagelo del espermatozoide de
raton. Estas bombas son esenciales para restaurar los
niveles de la [Ca®*]; y el batido flagelar, por lo
anterior, su ausencia conduce a problemas de
infertilidad  (42-44). Recientemente, en el
espermatozoide de humano, se ha propuesto que los
flujos de Ca?* podrian estar controlados por la
interaccion funcional entre los canales CatSper y las
bombas PMCA, es decir, que el equilibrio de entrada
de Ca®* y la exportacion de Ca?* es esencial para la
funcion de esta célula (45)

Regulacidon de los flujos de Ca?* en los reservorios
intracelulares

La retroalimentacion a través de la liberacién de
Ca?* desde los organelos intracelulares como el
acrosoma (47-49), laENR (18, 50) y las mitocondrias
(51) también contribuye al mantenimiento del batido
flagelar hiperactivo y la RA (Figura 6).

El acrosoma es un organelo relacionado con los
lisosomas; se localiza en la cabeza del
espermatozoide y se considera el principal depdsito
de Ca?* en la célula (4749, 52). Por otra parte, se ha
propuesto que la ENR y las mitocondrias fungen
como almacenes pequefios de este cation (18, 50, 51).
AUn no esta claro como estos organelos transportan el
Ca?* citosdlico hacia su espacio luminal, pero se ha
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Figura 6. Regulacion de los flujos de Ca?* en los organelos intracelulares del espermatozoide. Se muestran los transportadores que
regulan el eflujo de Ca?* desde el acrosoma, la envoltura nuclear redundante y la mitocondria. Las bombas SERCA y SPCAL remueven el
Ca? del citosol hacia el lumen de los organelos contribuyendo restaurar los niveles basales de Ca?. Abreviaturas: SERCA: bombas
ATPasas del reticulo sarco/endoplasmico; IPsR: receptores de IPs; RyR: receptores de rianodina; STIM: subunidad de los canales de Ca?*
operados por reservorios de Ca?* intracelulares; TPC: canales de dos poros; SPCAL: bombas ATPasas de la via secretora 1; MCU:
uniportador de Ca?* mitocondrial. Modificado de: (46). Figura creada usando BioRender

propuesto que las ATPasas y los canales de Ca?*
pueden contribuir a la captacion de este ion (6, 18).
Las bombas de Ca* o ATPasas del reticulo
sarco/endoplasmico (SERCA), se localizan en el
acrosoma y la ENR del espermatozoide de humano y
raton (53, 54). Estas entidades moleculares trasportan
al lumen del organelo 2 iones Ca?* por cada ciclo de
hidrolisis de ATP (55). La inhibicion de las bombas
SERCA (p. €j., usando tapsigargina) promueve el
incremento de la [Ca®]i que contribuye al batido
flagelar hiperactivo e induce la RA en el
espermatozoide de humano y ratén (49, 53, 54).

Por su parte, las bombas de Ca?*-ATPasas de la
via secretora 1 (SPCA1) solo se han detectado y
observado en la ENR del espermatozoide de humano
(56). Su expresion también se confirm6é mediante
protedmica (57, 58). A diferencia de las bombas
SERCA que tienen 2 sitios de alta afinidad para el
Ca?*, las bombas SPCAL1 solo transportan un Ca?* por
cada ciclo de hidrolisis de ATP. Las bombas SPCA1
contribuyen a mantener las oscilaciones de Ca?*
espontaneas e inducidas por la Pg, las cuales regulan
la motilidad hiperactiva del flagelo y la RA (50, 59).

El uniportador de Ca?" mitocondrial 1 (MCU1)
permite el ingreso de Ca?* a la matriz mitocondrial
tras un aumento de Ca®* en el citosol (60). En el
espermatozoide de humano, la expresiéon del MCU1

se ha confirmado mediante proteémica (57, 58). Se ha
demostrado mediante farmacologia que MCU1
parece participar en la via de muerte celular en esta
célula. También se ha propuesto que esta involucrado
en la regulacién de la concentracion de Ca?*
mitocondrial ~ durante la  capacitacion  del
espermatozoide de ratén (61-63).

Por otra parte, existe evidencia de que los
receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) (IPsR) (47,
48, 64), los receptores de rianodina (RyR) (48, 56, 65)
y los canales de dos poros (TPC) (66, 67) regulan el
eflujo de Ca?* desde el acrosoma y la ENR en el
espermatozoide de humano y de raton.

La funcion de los IP3R esta regulada por el I1P3, un
segundo mensajero soluble en agua que se produce
principalmente a través de la hidrolisis del
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato por la fosfolipasa C,
tras la activacién de los receptores acoplados a
proteina G (68). Los IP3R contribuyen al incremento
de Ca?* que regulan el batido flagelar hiperactivo y la
RA (6).

Se sabe que los RyR normalmente estan cerrados
a bajas [Ca?*]i (100-200 nM), sin embargo, cuando la
[Ca®]i aumenta, se une a sitios de union de alta
afinidad para Ca?* en el receptor, lo que aumenta la
probabilidad de su apertura (69). Experimentos
farmacoldgicos sugieren que los RyRs estan
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involucrados en el mantenimiento de las oscilaciones
de Ca?* en el espermatozoide de human (50).

Los TPC1 son selectivos a Na* pero tienen una
permeabilidad al Ca?* relativamente baja que es
fisiologicamente relevante en la célula. Los TPC1
participan en la movilidad de Ca?* desde el acrosoma
del espermatozoide de humano y en la RA en el
espermatozoide de ratén (12, 66, 67).

Transportadores que
mantenimiento del pHiy pHa

Durante la capacitacion, la entrada de HCOj
promueve el incremento del AMPc, pH;, pHa y la
[Ca**]i en el espermatozoide de humano y ratén
(Figura 7) (6, 10, 11).

Se ha propuesto que los cotransportadores
electrogénicos de Na*/HCOs (NBC) en el
espermatozoide de humano y raton, contribuyen a la
regulacion de los flujos de HCOs. Los NBC actdan
como una de las primeras vias de trasporte de HCOgz
, que es requerido para la activacion de las vias de
sefializacion dependientes de este anidn durante la
capacitacion, tales como la hiperpolarizacién de la
membrana plasmatica y la fosforilacion de tirosinas
(70, 71). No obstante, la localizacion de los NBC no
se ha establecido y se ha propuesto que quiza el
HCOs entre al espermatozoide como CO; y dentro se
convierte en HCOs" (72).

Vale la pena mencionar que los intercambiadores
de aniones (AE) son importantes para el transporte de
HCOs; a través de la membrana plasmatica del
espermatozoide. En particular, la inhibicion del
intercambiador ClI/ HCOj durante la capacitacion del
espermatozoide de ratdn bloquea el incremento del
pHa (10). Este intercambiador se localiza en el
segmento ecuatorial de la cabeza del espermatozoide
(7). Por otra parte, los canales anidnicos reguladores
de la conductancia transmembrana de la fibrosis
quistica (CFTR) que transportan Cl-y HCOs', pueden
contribuir al incremento del pHi en el espermatozoide
(73). Los canales CFTR se localizan en el segmento
ecuatorial de la cabeza y la pieza media del flagelo
del espermatozoide humano y de ratén (74). En estas
células, los antagonistas de los canales CFTR reducen
la hiperactividad del batido flagelar, el cambio en el
potencial de membrana asociado a la capacitacion y
la RA (7, 71, 74-76). Los transportadores Na*/H*
(NHE) son proteinas que también regulan el pH; de
manera electroneutra, usando el gradiente de Na*
entrante para exportar H* al medio extracelular. En el
espermatozoide de raton se ha propuesto que el NHE1
contribuye al aumento del pHiy a la hiperpolarizacion
asociada a la capacitacion (77, 78). Por otra parte, el
NHE especifico del espermatozoide (SNHE) es
esencial para la fertilidad en el humano y raton. Sin

contribuyen al
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embargo, hasta el momento se sabe muy poco acerca
de la presencia, distribucion y funciéon de estas
proteinas en el espermatozoide maduro (79, 80).

Por otra parte, los canales de H* voltaje
dependientes (Hv1) son altamente selectivos para H*
y su actividad es regulada por diversos mecanismos,
incluyendo el gradiente de H* a través de la
membrana plasmatica. Cuanto mayor sea el
gradiente, menor sera el potencial de membrana
necesario para inducir un aumento en la conductancia
del canal (81, 82). Después de su activacion, los Hv1
permiten la salida de H* hacia el medio extracelular
causando un aumento del pHi. Estas entidades
moleculares se encuentran en la pieza principal del
flagelo del espermatozoide humano (83, 84). Es
notable que el espermatozoide de ratén carece de esta
proteina, lo que sugiere una distincién especifica de
la especie. En particular, durante la capacitacién, los
antagonistas de los Hvl inhiben la motilidad
hiperactiva del flagelo y el patron de nado ondulante
en el espermatozoide de humano (84, 85). Estos
resultados sugieren que Hv1 podria estar regulando la
actividad de los canales CatSper alcalinizando pHi
(7). Adicionalmente, se ha encontrado una variante
especifica de los Hvl en el espermatozoide de
humano Ilamada Hvl1Sper. Esta isoforma puede
formar dimeros funcionales con mondémeros de Hv1;
su activacion ocurre a voltajes méas hiperpolarizados
en presencia de gradientes de pH (86).

En el acrosoma del espermatozoide de humano
(datos no publicado del laboratorio) y ratén (87), las
bombas ATPasas de H* de la vacuola (VATPasa)
contribuyen a la regulacién del pH, (67, 87). Estas
ATPasas transportan H* desde el citosol hacia el
lumen del organelo utilizando la energia del ATP. Se
ha observado que la inhibicion de las bombas
VATPasas durante la capacitacion contribuye al
incremento del pHa en ambas especies (10, 11).

Regulacion de los flujos de Cl- en la membrana
plasmatica

El CI" desempefia un papel importante en la
fisiologia del espermatozoide. La incubacion de la
célula en un medio carente de este anion inhibe varios
procesos relacionados con la capacitacion, tales como
el batido hiperactivo del flagelo y la exocitosis del
acrosoma. Lo anterior impide que el espermatozoide
pueda fecundar al 6vulo (88, 89).

En principio, los iones CI- y HCOsz pueden
compartir una via de transporte comun en algunos
canales como el CFTR y otros transportadores. Se ha
propuesto que los canales CFTR contribuyen al
reciclaje de los iones CI- facilitando el trasporte de
HCO3; mediado por el intercambiador CI/HCO3
(Figura 7) (90).
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Figura 7. Transportadores que participan en el mantenimiento del pH; y pHa en el espermatozoide. Se muestran los transportadores
que regulan los flujos de HCO3 y H* en la célula. Las bombas ATPasa de H* vacuolar (vATPasa) mantienen el pH acido del acrosoma.
Los intercambiadores de aniones y los canales CFTR también contribuyen en la regulacion de los flujos de Cl-. Como se incluyeron aqui
ya no se representaran en la figura de transporte de CI". Abreviaturas: AE: intercambiadores de aniones; CFTR: canales ani6nicos
reguladores de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica; NHE: intercambiadores Na*/H*; sNHE: NHE especifico del
espermatozoide; Hv1: canales de H* voltaje dependientes; NBC: cotransportadores electrogénicos de Na*/HCO5". Modificado de: (7, 46).

Figura creada usando BioRender.

Los canales de CI- (CLC) también participan en la
capacitacién del espermatozoide. Los CLC presentan
una alta selectividad por este anion y contribuyen en
el mantenimiento del potencial de membrana en
reposo y la regulacién del volumen celular, ademas,
modulan el pH de los compartimentos intracelulares
(91). EI CLC-3 localizado en la parte media del
espermatozoide de humano, desempefia un papel
importante en la regulacién del volumen celular y el
batido flagelar hiperactivo durante la capacitacion
(Figura 8) (92).

Adicionalmente, los canales de cloro activados
por Ca?* (CaCC) también contribuyen a el flujo de CI-
en el espermatozoide. Nuestro grupo fue de los
primeros en el mundo en registrar actividad de
canales individuales en el espermatozoide y uno de
ellos era de CI- (93). La activacion de estos canales
depende de los niveles de Ca®* intracelulares, la
proteina quinasa Il dependiente de Ca?*/calmodulina

0 del monofosfato de guanosina ciclico (94). Los
canales anoctamin-1 (ANO1), también conocidos
como TMEM16A, son un CaCC que se localiza en la
cabeza del espermatozoide y se ha propuesto que
participa en la RA del espermatozoide de humano
(Figura 8) (95).

Transporte de K* a través de la membrana
plasmatica

En el espermatozoide, los canales de K* estan
principalmente involucrados en controlar el potencial
de membrana del cual dependen varias funciones,
entre ellas el inicio de la motilidad de la célula durante
la eyaculacion, el desarrollo del batido flagelar
hiperactivo, la capacitacion y por ende la RA (96).
Durante la capacitacién, la permeabilidad a K*
aumenta, lo que promueve la hiperpolarizacion de la
membrana plasmatica, que es necesaria para elevar el
pHi, entre otras cosas (Figura 8) (97).
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Figura 8. Transportadores de CI"y K* que contribuyen a la capacidad fecundante del espermatozoide. Se muestran los transportadores que
regulan los flujos de Cl"y K* durante la capacitacion del espermatozoide. Abreviaturas: CLC: canales de Cl'; CaCC: canales de Cl- activados
por Ca?*; Kv: canales de K* dependientes de voltaje; Kir: canales de K* rectificadores de entrada; Slo: canales de K* dependientes de Ca?".

Modificado de: (7, 46). Figura creada usando BioRender.

Los canales de K* dependientes de voltaje (Kv) se
activan por una despolarizacion de la membrana
plasmética, la salida de iones K* permite repolarizar
el potencial de membrana. En el espermatozoide de
humano se ha reportado que los canales Kvl.5 y
Kv7.1 se localizan en la region post acrosomal y en el
cuello, respectivamente (98, 99). Por otra parte, los
canales Kv1.1, Kv1.2 se localizan en la cabeza del
espermatozoide de ratén, mientras que los canales
Kv3.1 se expresan en el flagelo (100). Todas estas
entidades moleculares, junto con otros canales
permeables a K*, contribuyen en la regulacién del
volumen celular durante su maduracion en el
epididimo y después de la eyaculacion. Como
mencionamos, la salida de K* a través de estos
canales hiperpolariza a la membrana. Este cambio de
potencial eléctrico es necesario para la capacitacion y
la RA del espermatozoide de humano y raton (8, 98—
100).

Por otra parte, los canales de K* rectificadores de
entrada (Kir) también se ha reportado que participan
en la regulacién de los flujos de este ion en el
espermatozoide de raton. Los Kir permiten el

movimiento de los iones K* hacia el interior de la
célula con mayor facilidad que hacia el exterior. La
actividad de los canales Kir es regulada por la
hiperpolarizacion de la membrana en lugar de la
despolarizacion, y se modulan mediante iones,
fosfolipidos y proteinas de unién (101). Los canales
Kir3.1 y Kir3.2 se localizan en la cabeza del
espermatozoide de ratén, mientras que los canales
Kir6.2 se encuentran en la pieza media del flagelo
(100, 102, 103). Se ha propuesto que los canales
Kir3.2 y Kir6.2 estan involucrados en la capacitacion
y la RA (102, 103). La participacién de los canales
Kir3.1 aun no es del todo conocida, pero se propone
que contribuye en los cambios del potencial de
membrana durante la capacitacién de la célula (8).
Por ltimo, se considera que los canales de K*
dependientes de Ca?*, Sloly Slo3, son los principales
reguladores de las corrientes de K* en el
espermatozoide, por lo tanto, regulan la osmolaridad
de la célula y el potencial de membrana (8). Los
canales la familia Slo son similares a los canales de
K* dependientes de voltaje, sin embargo, estos son
méas versétiles ya que su rango de voltaje de
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activacion se puede modificar por factores que
incluyen al Ca?*, Na*, CI, pH y fosforilacion (104).
En el espermatozoide de humano, los antagonistas de
los canales Slol y Slo3 inhiben la hiperpolarizacion
de la membrana plasmatica durante la capacitacion
(105-107). Ademas, el espermatozoide de humano y
raton carente de la proteina Slo3 no puede llevar a
cabo la RA ni fecundar (108, 109).

Conclusion

El estudio de los canales ionicos, transportadores
ionicos y receptores en el espermatozoide ha
mejorado significativamente nuestra comprension
sobre como funciona esta célula y los mecanismos
gue conducen a una exitosa fecundacion. Estas
entidades moleculares facilitan procesos criticos
como el batido hiperactivo del flagelo, la capacitacién
y la RA. La intrincada interaccion entre los

Referencias

1. ‘Yanagimachi, R. (2022) Mysteries and unsolved problems of
mammalian fertilization and related topics. Biol Reprod. 106,
644-675

2. AUSTIN, C. R. (1951) Activation and the correlation between
male and female elements in fertilization. Nature. 168, 558-9

3. CHANG, M. C. (1951) Fertilizing capacity of spermatozoa
deposited into the fallopian tubes. Nature. 168, 697-8

4. Mayorga, L. S., Tomes, C. N., and Belmonte, S. A. (2007)
Acrosomal exocytosis, a special type of regulated secretion.
IUBMB Life. 59, 286-92

5. Romarowski, A., Lugue, G. M., La Spina, F. A., Krapf, D., and
Buffone, M. G. (2016) Role of Actin Cytoskeleton During
Mammalian Sperm Acrosomal Exocytosis. Adv Anat Embryol
Cell Biol. 220, 129-44

6. Darszon, A., Nishigaki, T., Beltran, C., and Trevifio, C. L.
(2011) Calcium channels in the development, maturation, and
function of spermatozoa. Physiol Rev. 91, 1305-55

7. Chavez, J. C., Carrasquel-Martinez, G., Hernandez-Gardufio,
S., Matamoros Volante, A., Trevifio, C. L., Nishigaki, T., and
Darszon, A. (2024) Cytosolic and Acrosomal pH Regulation
in Mammalian Sperm. Cells. 13, 865

8. Delgado-Bermudez, A., Yeste, M., Bonet, S., and Pinart, E.
(2025) Physiological role of potassium channels in
mammalian germ cell differentiation, maturation, and
capacitation. Andrology. 13, 184-201

9. Chavez, J. C., De la Vega-Beltran, J. L., José, O., Torres, P.,
Nishigaki, T., Trevifio, C. L., and Darszon, A. (2018)
Acrosomal alkalization triggers Ca®" release and acrosome
reaction in mammalian spermatozoa. J Cell Physiol. 233,
47354747

10. Nakanishi, T., Ikawa, M., Yamada, S., Toshimori, K., and
Okabe, M. (2001) Alkalinization of acrosome measured by
GFP as a pH indicator and its relation to sperm capacitation.
Dev Biol. 237, 222-31

11. Carrasquel Martinez, G., Aldana, A., Carneiro, J., Trevifio, C.
L., and Darszon, A. (2022) Acrosomal alkalinization occurs
during human sperm capacitation. Mol Hum Reprod. 28,
gaac005. https://doi.org/10.1093/molehr/gaac005

12. Oliver, E. 1., Jablofiski, M., Buffone, M. G., and Darszon, A.
(2023) Two-pore channel 1 and Ca?" release-activated Ca?*
channels contribute to the acrosomal pH-dependent

144

transportadores de iones en el espermatozoide resalta
la complejidad e importancia de estas proteinas para
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iones en el espermatozoide continua promete
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