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Abstract—During sperm capacitation in the female reproductive tract, sperm undergo a series of physiological and
biochemical changes, where a change in ionic flow is described that modulates intracellular pH, intracellular calcium, and
membrane potential, regulating the physiology of sperm. Changes in intracellular calcium concentrations are regulated by
the activity of ion channels that form a pore in the plasma membrane through which ions pass, causing changes in the
flagellar motility of spermatozoa. This review aims to examine the involvement of the main calcium channels in sperm
during sperm capacitation, an essential study to understand how sperm acquires fertilizing potential.
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Resumen— Durante la capacitacion espermatica en el tracto reproductor femenino, los espermatozoides experimentan
una serie de cambios fisiologicos y bioquimicos, en donde se describe, un cambio en el flujo id6nico que modula el pH
intracelular, calcio intracelular y potencial de la membrana, regulando la fisiologia de los espermatozoides. Los cambios en
las concentraciones intracelulares de calcio son regulados por la actividad de canales i6nicos que forman un poro en la
membrana plasmatica a través del cual atraviesan los iones, ocasionando cambios en la movilidad flagelar de los
espermatozoides. Esta revision tiene como objetivo examinar la participacion de los principales canales de calcio en los
espermatozoides durante la capacitacion espermatica, un estudio esencial para comprender como el espermatozoide
adquiere el potencial fertilizante.
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I. INTRODUCCION

A diferencia de peces y anfibios, donde los espermatozoides son capaces de fertilizar inmediatamente
después de ser eyaculados, en los mamiferos, no sucede de esta manera [1-3], pues adquieren esta
capacidad después de completar su maduracion en el epididimo y durante el transito a través del tracto
reproductor femenino, experimentando cambios bioquimicos y fisioldgicos, descritos como capacitacion
espermatica [4].

El proceso de capacitacion fue descrito por Min Chueh Chang y Colin Russell Austin en
espermatozoides de conejo y rata, como los cambios, que ocurren en el tracto genital femenino,
necesarios en el gameto masculino para fecundar un ovocito [1]. Entre estos cambios se presenta la
remocion de colesterol de la membrana plasmatica por albumina, presente en el trato reproductor
femenino, aumentando la fluidez de la membrana [5-6]. Hay un aumento del potencial de hidrogeno
intracelular (pH;), mediado por el intercambio i6nico. El intercambio de iones es regulado por canales
i6nicos que modulan el potencial de membrana (Em), resultado del gradiente electroquimico existente
entre el medio intra y extracelular del espermatozoide. Durante la capacitacion, la permeabilidad de
ciertos iones cambia, dando como resultado una hiperpolarizaciéon de la membrana plasmaética en ciertas
especies [7].
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También ocurre un incremento en el ingreso de bicarbonato (HCO3') y calcio (Ca") al citoplasma
asociado a la activacion de canales e intercambiadores i6nicos [5, 8—10]. El aumento de la concentracion
de calcio intracelular ([Ca®>'])) y HCO; estimulan la enzima Adenilato Ciclasa soluble (ACs)
responsable de la sintesis de AMPc, activando la via de sefializacion de la proteina cinasa Al (PKAT).
La PKA1l por su parte, fosforila algunas proteinas en los residuos de serina, desencadenando
adicionalmente la fosforilacion en residuos de tirosinas [4-5]. En conjunto, esta serie de cambios en las
concentraciones de iones y activacion de cascadas de sefializacion en el interior del espermatozoide, son
caracterizados por la hiperactivacion de los gametos (patron asimétrico de movilidad en los
espermatozoides), proceso requerido para liberar a los espermatozoides unidos al epitelio oviductal [4-5,
11].

La reaccion del acrosoma es un evento exocitético, dependiente de Ca?", desencadenado por la union
de los espermatozoides a la zona pelucida del ovocito, en el cual la membrana externa del acrosoma se
fusiona en multiples puntos con la membrana plasmatica, liberando las moléculas presentes en la
membrana acrosdémica interna [11-12].

Se ha demostrado que el transporte de iones mediado por canales idnicos ubicados en la membrana
plasmaética del espermatozoide regula la movilidad del espermatozoide (principalmente por Ca’")
durante la capacitacion [5, 7]. En esta revision se busca, analizar la estructura y funcion de los canales
i6nicos de Ca’, necesarios para que el espermatozoide sea capaz de adquirir el potencial fertilizante.

II. TRANSPORTE IONICO EN EL ESPERMATOZOIDE

El flujo i6nico a través de la membrana plasmatica es regulado por canales y transportadores i6nicos
(proteinas transmembranales) [13-14]. En las células, los iones fluyen por transporte pasivo, es decir, a
favor de un gradiente electroquimico (combinacién del gradiente de concentracion con el potencial
eléctrico). Sin embargo, existe un sistema de transporte activo que requiere de energia metabodlica
(Adenosin trifosfato: ATP) para el transporte de iones. El transporte activo permite el movimiento de
solutos contra un gradiente de concentracion (de baja a alta concentracién). Existen dos tipos de
transporte activo: transporte directo (gasto de ATP) y transporte indirecto o cotransporte que implica el
flujo de dos moléculas distintas (simporte, en la misma direccion; antiporte, en direcciones opuestas)
[13].

Por otra parte, el transporte pasivo comprende el movimiento de moléculas a lo largo del gradiente de
concentracion (de una mayor a menor concentracion); por lo tanto, no requiere energia. Dentro de los
tipos de transporte pasivo, la difusion facilitada permite el fluyjo de moléculas a través de proteinas
transportadoras y canales [13].

Los canales idnicos poseen un poro hidrofilico que permite el flujo de iones (Na*, K*, CI' y Ca®") a
favor de gradiente electroquimico a través de la membrana plasmatica, poseen una alta selectividad y
eficiencia en el paso de los iones [14]. Bajo estimulacion, cambian su conformacidon para permitir su
activacion (apertura y cierre) [13-14]. Dependiendo del tipo de canal idnico pueden activarse en
respuesta a: cambios de voltaje o potencial de membrana, alcalinizacion, unién de ligandos (hormonas,
neurotransmisores y iones) y fuerzas mecénicas [13].

En el espermatozoide, la funcidon de los canales idnicos se asocia a la capacitacion y reaccion
acrosomal [15]. Sin embargo, los espermatozoides son considerados transcripcionalmente silenciosos,
esto significa que, los canales i6nicos que encontramos en los gametos masculinos se sintetizan desde
c€lulas espermatogénicas, durante la espermatogénesis [16]. Ademas, durante el transito por el
epididimo, los espermatozoides experimentan cambios en su contenido de proteinas, las cuales son
sintetizadas por el epitelio epididimario e incorporadas a los espermatozoides. Se incluyen proteinas de
membrana como canales i6nicos y de reconocimiento con el ovocito [17].
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A medida que los espermatozoides transitan por el epididimo y el tracto reproductor femenino, se
encontraran con diferentes concentraciones idnicas en el medio extracelular que afectard las
concentraciones ionicas al interior de esta célula, favorecido por la permeabilidad de la membrana
plasmatica a iones Ca?*, HCO5", Na" y K*, principalmente [5, 11]. Es decir, la concentracion externa de
K" puede cambiar de 39 a 5-8 mM, la de CI" de 27 a 130 mM vy la concentracion externa de Na* de 38 a
140 mM en la cauda del epididimo y oviducto, respectivamente [18]. EI flujo de iones durante la
capacitacion espermatica modula el pHi, el potencial de membrana (Em) y la [Ca®']; de importancia para
la fertilizacion de los espermatozoides [19]. En consecuencia, los canales iénicos de Ca** son elementos
criticos en los espermatozoides en la sefalizacion celular, movilidad, capacitacion y reaccion del
acrosoma [16].

III. CANALES IONICOS DE CALCIO EN EL ESPERMATOZOIDE

La [Ca®']; es importante para la actividad de los espermatozoides dentro del tracto reproductor
femenino, ademas de ser importante para la supervivencia y fertilidad de estas células [19]. El Ca*" es
un ion y segundo mensajero de importancia en el espermatozoide para la activacion de la via de
senalizacion de PKA, la movilidad (al regular el deslizamiento de los microtibulos del flagelo
impulsados por dineina), la hiperactivacion y la reaccién del acrosoma [4, 20]. A bajas [Ca*'];, el flagelo
bate simétricamente, cuando los niveles aumentan se presentan cambios en el patron de movilidad del
espermatozoide, el cual varia entre especies (fuerte latido flagelar asimétrico de alta amplitud y
frecuencia baja), hiperactivando al espermatozoide, con el objetivo de penetrar las células de la
granulosa y zona peltcida que rodean al ovocito [21].

Existen dos maneras por las cuales la [Ca®]; incrementa: 1) a través de canales y transportadores

i6nicos en la membrana plasmatica que importan y exportan iones Ca?*, respectivamente, regulando su
concentracion intracelular y 2) por las pozas internas (organulos que pueden almacenar y liberar Ca*" al
citoplasma, como el acrosoma y reticulo endoplasmatico) [4].

Las pozas internas liberan el Ca*" a través de canales intracelulares como el receptor a inositol-3-
fosfato (IP3R) y receptores de rianodina (RyR), ubicados en el reticulo endoplasmatico [16]. Por otro
lado, los principales tipos de canales de Ca®" localizados en la membrana plasmatica de los
espermatozoides incluyen canales volumétricos (Cay), canales especificos de espermatozoides
(CatSper), canales controlados por nucledtidos ciclicos (CNG), la ATPasa Ca** (PMCA4) y el
intercambiador Na*/Ca?" (NCX) [4, 16].

A. Intercambiador Na* - Ca’* (NCX)

El NXC es un transportador bidireccional de Na*/Ca** (3:1), est4 presente en la membrana plasmatica
de los espermatozoides de mamiferos, especificamente en el acrosoma y la pieza media. Este
intercambiador es de gran importancia para la regulacion de la homeostasis de Ca*", y su funcion
principal es bombear Ca>" a través de la membrana, utilizando el gradiente de concentracion de Na*
[22].

La estructura del NCX presenta 9 segmentos transmembrana (STM) y un asa intracelular, y el primer
segmento extracelular esta glicosilado. También contiene dos regiones de homologia intramolecular
implicados en el transporte de iones y un sitio de unién a Ca** (Fig 1) [23].

Tal y como demostré Krasznai [22], la inhibicion farmacolodgica (con bepridil) de NCX provoca un
aumento en [Ca']; y una reduccion significativa de la movilidad de los espermatozoides humanos.
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NCX

Fig 1. Estructura del transportador de Na*/Ca?" (NCX). Presenta 9 segmentos transmembrana (1-9) y un asa intracelular.
Modificado de: Philipson et al., 2002.

B. Bomba de Ca’*de la membrana plasmatica (PMCA)

La PMCA es una enzima de 120-140 kDa, miembro de las bombas de eflujo de Ca?* tipo P,
responsable de mantener un gradiente de Ca*" a través de la membrana de los espermatozoides,
regulando la homeostasis de este ion [24]. En los mamiferos, se expresa una familia de cuatro isoformas
distintas, PMCA1-PMCA4 (generadas por el corte y empalme de exones), cada una codificada por un
gen diferente [25]. PMCALI y 4 se expresan de forma ubicua, PMCA2 y 3 estdn restringidos a un
numero limitado de tejidos [26]. Sin embargo, PMCA4 es la isoforma principal en el espermatozoide. Se
expresa especificamente en la pieza principal del flagelo y es requerida para la movilidad hiperactivada

desencadenada en la capacitacion espermatica, necesaria para atravesar el tracto reproductor femenino
[25].

La PMCA estd compuesta por una unica cadena peptidica de 10 hélices transmembrana. Se
reconocen 3 dominios principales; N (al cual se une el ATP), P (sitio de autofosforilaciéon) y COO-
terminal (sitio de unién a calmodulina) (Fig 2) [27]. PMCA experimenta cambios conformacionales
durante la unién de ATP formando un acilfosfato, el cual permite el paso de Ca*" contra gradiente i6nico

[27].

En ratones, la ausencia de PMCAA4, incrementa los niveles de Ca*>" conduciendo a la pérdida de la
movilidad progresiva e hiperactivacion de los espermatozoides, lo que resulta en infertilidad [25, 28].
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Fig 1. Estructura de PMCA4, compuesta por 10 hélices transmembrana (1-10). Modificado de: Padanyi et al., 2015.
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C. CatSper

En mamiferos se expresa un canal de Ca®" especifico del espermatozoide (CatSper), localizado en la
pieza principal del flagelo, conduce a un aumento en la concentraciéon de [Ca®'];, lo que facilita la
hiperactivacion del espermatozoide y fertilidad masculina [29-30].

CatSper es activado por voltaje, alcalinizacion y diversos ligandos como la progesterona. Este canal
se compone de cuatro subunidades formadoras de poros (CatSperl-4 o al-a4) y cinco subunidades
auxiliares adicionales; gamma (y), beta (B), delta (), épsilon (€) y zeta (7). Cada subunidad tiene seis
STM. Los primeros cuatro STM sirven como sensores de voltaje y los dos ultimos forman el poro del
canal (Fig 3) [31]. En la region del poro se encuentran repetidos cuatro residuos de glutamina/aspartato
que dan la selectividad a Ca®" en el canal [31].

La especificidad de esta canal por Ca®" estd determinada por la region consenso del poro dada por
aminoacidos cargados negativamente ([Treonina/Serina] x [Aspartato/Acido Glutamico] x Triptofano)
[32]. Los aminoacidos cargados positivamente (lisina/arginina) estan presentes en la region
transmembranal S4 para censar el voltaje y activar el canal. CatSperl difiere de CatSper (2-4) por
presentar un domino rico en residuos de histidina en el N-terminal, el cual funciona como un sensor del
pHi (alcalinizacion) [16].

Estudios sobre CatSper, concluyen que la ausencia de este canal i6nico o deficiencia de cualquiera de
sus subunidades afecta la hiperactivacion espermadtica, por lo tanto, la fertilidad masculina, impidiendo
que el espermatozoide llegue a la zona de reconocimiento con el ovocito [21]. Ademds de los iones
involucrados en la estimulacion de CatSper durante la capacitacion, también se ha encontrado que las
hormonas esteroides se involucran en este proceso [29, 30]. Una de las hormonas mas estudiadas es la
progesterona (P4), sintetizada y liberada por las células de la granulosa del foliculo [33].

Los espermatozoides al ser depositados en el tracto reproductor femenino estdn expuestos a P4 y
diversas moléculas antes de que entren en contacto con el ovocito, en donde concentraciones
nanomolares de P4 pueden activar el canal de dos formas: La progesterona se une directamente al canal
logrando su activacion, o mediante la unién a una serina hidrolasa ABHD2 (dominio o/f hidrolasa,
proteina 2; 425 aminoacidos). En la membrana plasmatica del espermatozoide se produce
constantemente endocannabinoide 2-araquidonoilglicerol (2-AG) para mantener cerrado-inhibido a
CatSper; se demostrdé en espermatozoides de humano que ABHD2 se une a la P4 y provoca la
degradacion de 2-AG al actuar como una hidrolasa lipidica, activando al canal, permitiendo el flujo de
Ca?" al interior del espermatozoide [34].
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Fig 2. Estructura del canal especifico del espermatozoide (CatSper). Este canal se compone de cuatro subunidades
formadoras de poros (CatSperl—4 o al-04) y cinco subunidades auxiliares adicionales; gamma (y), beta (f), delta (9),
épsilon (€) y zeta (7). Cada subunidad CatSper tiene seis segmentos transmembranales (1-6). Modificado de: Nishigaki et
al., 2016.
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D. Canales de Ca’* dependientes de voltaje (Cay)

Se han observado canales Cay en los espermatozoides de algunas especies de mamiferos en donde
participan regulando la concentracion intracelular de Ca®". Estos canales ionicos responden a los
cambios en el flujo y gradiente de iones generando como resultado un potencial eléctrico, conocido
como potencial de membrana (Em) [36]. Ademas, se regulan por proteinas G de manera directa, a través
del contacto entre la proteina G y las subunidades que conforman al canal o indirectamente a través de la
participacion de segundos mensajeros y/o proteinas cinasas [16, 35].

Los canales Cay estan distribuidos a lo largo del flagelo de los espermatozoides, por lo que
posiblemente participan en la movilidad de estas células [8, 16]. Es dificil estudiar
electrofisiologicamente este tipo de canales en espermatozoides debido a su morfologia (tamafio de
cabeza y rigidez de membrana). Por lo tanto, se han empleado en células espermatogénicas, moléculas
fluorescentes y anticuerpos especificos para determinar la expresion y ubicacion de estos canales de
Ca?", considerando la sintesis de proteinas durante la espermatogénesis.

Los canales Cay, se pueden catalogar en varias clases funcionales, activados por alto voltaje (HVA) o
tipo L y canales activados por bajo voltaje (LVA) o tipo T [16, 35]. Los canales HVA requieren de
fuertes despolarizaciones para abrirse, mientras que los canales LV A necesitan despolarizaciones débiles
[16].

El poro conductor de iones de los canales Cav estd formado por la subunidad 1 de 200 kDa, que se
codificd por una familia de 10 genes agrupados en tres subfamilias: 1) Cayl con cuatro miembros
(Cayl.1-Cav1.4) todos conduciendo corrientes de tipo L, 2) Cay2 con tres miembros (Cay2.1, Cay2.2 y
Cay2.3), y 3) Cay3 con tres miembros (Cay3.1-Cay3.3). La subunidad 1 consta de cuatro dominios (I-
IV), los cuales contienen seis STM rodeando el poro (Fig 4) [16].

Ca\.r

Fig 3. Estructura del canal de Ca®" dependiente de voltaje (Cay). Modificado de: Nishigaki ez al., 2016.
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