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RESUMEN 
 

El acrosoma es un reservorio ácido de Ca2+ localizado en el extremo apical de la cabeza del 

espermatozoide. En los mamíferos, uno de los pasos claves que asegura una exitosa fecundación 

es la reacción acrosomal (RA). La RA consiste en una cascada de eventos moleculares 

dependientes de Ca2+ que resulta en la liberación del contenido acrosomal mediante su exocitosis 

y la exposición de una nueva membra plasmática con capacidad fusogénica. Se ha propuesto que 

el canal de Ca2+ específico del espermatozoide (CatSper) es una de las principales vías de ingreso 

de Ca2+ que regula la RA.  

Recientes hallazgos muestran que los inhibidores de CatSper, Mibefradil y NNC 55-0396 

son bases débiles anfipáticas capaces de incrementar el pHacrosomal (pHa) en el espermatozoide de 

humano y ratón. La alcalinización del acrosoma estimula la liberación del Ca2+ almacenado en el 

organelo e induce un incremento en la concentración de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) desencadenando 

la RA. No obstante, se desconoce el mecanismo de transporte de Ca2+ asociado al incremento de 

pHa en el espermatozoide de mamífero. Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue 

investigar las vías asociadas con el aumento de Ca2+ intracelular durante la alcalinización del 

acrosoma teniendo como modelo de estudio el espermatozoide de ratón.  

Usando microscopia de epifluorescencia en célula única e inhibidores de CatSper, 

monitoreamos los cambios en la [Ca2+]i asociados con el incremento de pHa en la cabeza del 

espermatozoide. Encontramos que la alcalinización del acrosoma origina la liberación del Ca2+ 

almacenado sin comprometer la integridad del organelo. Conjuntamente, usamos el agente 

lisosomotrópico, Gly-Phe-β-naftilamida para evaluar la contribución del estrés osmótico en las 

señales de Ca2+ dependientes del incremento de pHa. Nuestros resultados indican que el 

componente osmótico no contribuye significativamente en la liberación de Ca2+ acrosomal durante 

la alcalinización del organelo. Para establecer el mecanismo molecular que subyace en las señales 

de Ca2+ asociadas con el aumento de pHa, usamos antagonistas de los canales permeables a Ca2+ 

expresados en el acrosoma y la membrana plasmática del espermatozoide de ratón. El tratamiento 

con el Ned 19, un antagonista de los canales de dos poros 1 (expresados en el acrosoma) redujo 

significativamente la liberación de Ca2+ acrosomal dependiente del incremento de pHa. Asimismo, 

el tratamiento con los antagonistas (2-APB y SKF-96365) de los canales de Ca2+ activados por la 

liberación de Ca2+ (expresados en la membrana plasmática) redujo significativamente la entrada de 

Ca2+ extracelular estimulada por la liberación de Ca2+ acrosomal asociada con la alcalinización del 

organelo.  

Nuestros hallazgos revelan un papel novedoso del pHa en el control del eflujo de Ca2+ 

acrosomal y la entrada de Ca2+ extracelular durante la RA en el espermatozoide de ratón.  

 

Palabras clave: acrosoma, reacción acrosomal, alcalinización del acrosoma, Ca2+ intracelular, 

canales dos poros 1, canales de Ca2+ activados por la liberación de Ca2+ 
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ABSTRACT 
 

The acrosome is a lysosome-related vesicular organelle located in the sperm head. The 

acrosomal reaction (AR) is an exocytic process mediated by Ca2+ and essential for mammalian 

fertilization. It has been proposed that the flagellar-specific Ca2+ channel (CatSper) contributes to 

Ca2+ entry triggering the AR.  

Recent findings show that CatSper inhibitors, Mibefradil (Mib), and NNC 55-0396 (NNC) are 

amphipathic weak bases able to alkalinize the acrosome in human and mouse sperm. Acrosomal 

pH (pHa) elevation induces Ca2+ release from the organelle and stimulates the increase of 

intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i) triggering AR. However, the mechanisms of Ca2+ transport 

remain unknown in mammalian sperm. Here, we investigated the pathways associated with the pHa 

increase-induced Ca2+ signals using mouse sperm as a model. 

Using single-cell epifluorescence microscopy, we monitored [Ca2+]i changes associated with 

pHa increase caused by CatSper inhibitors in the sperm head. Our findings show that Mib and NNC 

increase pHa and release acrosomal Ca2+ without compromising acrosomal membrane integrity. We 

also used the lysosomotropic agent, Gly-Phe-β-naphthylamide to evaluate the contribution of 

osmotic stress in Ca2+ signals during acrosomal alkalinization. Our results show that the osmotic 

component does not significantly contribute to acrosomal Ca2+ release caused by pHa elevation. To 

establish the molecular mechanism underlying Ca2+ signals associated with pHa increase, we used 

different antagonists of Ca2+ channels localized in the acrosome and the plasma membrane of 

mouse sperm. The treatment with Ned 19, an antagonist of two-pore channel 1 (expressed in the 

acrosome) significantly reduced the acrosomal Ca2+ release dependent on pHa increase. Likewise, 

the treatment with antagonists (2-APB and SKF-96365) of Ca2+ channels activated by Ca2+ release 

(expressed on the plasma membrane) significantly reduced extracellular Ca2+ influx stimulated by 

acrosomal Ca2+ release associated with organelle alkalinization. 

Finally, our findings contribute to understanding how pHa controls acrosomal Ca2+ efflux and 

extracellular Ca2+ entry during AR in mouse sperm. 

 

Keywords: acrosomal vesicle, acrosomal reaction, acrosomal alkalinization, Ca2+ signals, Two-pore 

channels 1, Ca2+ release-activated Ca2+ channels 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1. La reproducción de los mamíferos 

La fecundación es un evento biológico altamente regulado que permite la formación de un 

nuevo individuo mediante la fusión de dos gametos: el óvulo y el espermatozoide (figura 1A), los 

cuales provienen de dos individuos de la misma especie. En los mamíferos, la fecundación consiste 

en el viaje del espermatozoide a través del tracto reproductor femenino hasta el ámpula, región del 

oviducto donde se localiza el óvulo maduro. Durante el recorrido, el espermatozoide se encuentra 

con varios obstáculos, por ejemplo: la respuesta del sistema inmune de la hembra, la mucosa 

cervical, la delgada unión útero-tubárica, el laberinto de los pliegues epiteliales del oviducto cerca 

del ámpula y la protección de óvulo (figura 1B). Estas barreras reducen notablemente las 

posibilidades de que la célula pueda alcanzar y fecundar al óvulo (Yanagimachi 2022). Por lo 

anterior, el espermatozoide sufre cambios bioquímicos (p. ej., la fosforilación de proteínas), 

fisiológicos (p. ej., el incremento de Ca2+ intracelular) y morfológicos (p. ej., la reacción acrosomal) 

durante su viaje hacia el óvulo, los cuales le permiten evadir esos obstáculos. 

  

 
Figura 1. Morfología del espermatozoide de ratón y su viaje a través del tracto reproductor femenino.  

A. Se muestra una representación esquemática de la morfología del espermatozoide de ratón. En la cabeza se localiza 

el núcleo y el acrosoma, ambos rodeados por una pequeña cantidad de citoplasma. El flagelo se divide en tres partes: la 

pieza media, la pieza principal y la pieza final. El axonema que se encuentra a lo largo de la pieza media y principal provee 

de movimiento a la célula. La gota citoplasmática almacena los restos de los organelos generados durante la 

diferenciación de la célula y se pierde durante el tránsito del espermatozoide por el epidídimo. B. Representación 

esquemática del viaje del espermatozoide a través del tracto genital femenino durante la fecundación. Modificado de: She 

et al. 2021 y Bianchi & Wright 2016. 
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1.2. La reacción acrosomal  

Antes de ser eyaculado, el espermatozoide es incapaz de fecundar al óvulo, esta capacidad 

la adquiere en un proceso de maduración conocido como capacitación (Austin 1951; Chang 1951). 

La capacitación tiene lugar en el tracto genital femenino y comprende una serie de eventos 

moleculares que preparan a la célula para someterse a un evento exocítico único llamado reacción 

acrosomal (RA). La RA es dependiente de Ca2+ y crucial para que el espermatozoide pueda 

fusionarse con óvulo (Darszon et al., 2011). Este proceso involucra múltiples eventos de fusión entre 

la membrana plasmática de la célula y sitios específicos de la membrana externa de una vesícula 

grande llamada, acrosoma (figura 2) (Balestrini et al., 2020). La exocitosis del acrosoma es 

desencadenada por inductores fisiológicos del gameto femenino (p. ej., la zona pelúcida), su 

vecindad (p. ej., la progesterona liberada por las células de la granulosa), o por exposición a 

estímulos farmacológicos apropiados (p. ej., los ionóforos de Ca2+). Sin importar el tipo de inductor 

(fisiológico o no fisiológico), todos causan un incremento del Ca2+ intracelular que activa la 

maquinaria de fusión de membranas (Beltrán et al., 2016). Se ha demostrado que los hombres o 

los ratones portadores de mutaciones que afectan la formación o función del acrosoma son estériles 

o muestran subfertilidad severa (Khawar et al., 2019).  

   

 
Figura 2. Modelo de la reacción acrosomal en el espermatozoide de mamífero.  

La capacitación prepara al espermatozoide para la reacción acrosomal (RA), un proceso dependiente de Ca2+ y esencial 

para la fecundación en los mamíferos. La RA tiene múltiples similitudes con otros eventos de exocitosis, pero también 

tiene propiedades únicas: 1. El espermatozoide solo posee una vesícula secretora, el acrosoma; 2. Se establecen 

múltiples puntos de fusión entre la membrana acrosomal externa y la membrana plasmática; 3. La fusión de membranas 

da como resultado la formación y liberación de vesículas hibridas; y 4. No se lleva a cabo el reciclaje de membranas, 

haciendo que la RA sea irreversible. Modificado de: Mayorga et al. 2007 y Romarowski et al., 2016  
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1.3. El acrosoma  

La vesícula acrosomal es una clase especial de organelo que se origina a partir del aparato 

de Golgi y el compartimento endolisosomal durante la espermiogénesis (figura 3) (Khawar et al., 

2019). Tiene un pH ácido (~ 5.3) antes de la capacitación (Nakanishi et al., 2001), el cual se logra 

por la actividad de la H+-ATPasa vacuolar (v-ATPasa), un complejo proteico que utiliza la hidrolisis 

del adenosín trifosfato (ATP) para transportar H+ a través de la membrana del organelo (Sun-Wada 

et al., 2002). Además, almacena una amplia gama de enzimas hidrolíticas (p. ej., las catepsinas) 

que son esenciales para su exocitosis y la fecundación (Guyonnet et al., 2012; Khawar et al., 2019). 

En el espermatozoide de mamífero, el acrosoma también actúa como un reservorio de Ca2+ 

intracelular (Walensky & Snyder 1995; Treviño et al., 1998; O´Toole et al., 2000; Herrick et al., 2005). 

Con base en estos hallazgos, se le ha considerado a la vesícula acrosomal como un organelo 

relacionado con el lisosoma (Khawar et al., 2019). 

 

 
Figura 3. Espermiogénesis y biogénesis del acrosoma en el espermatozoide de ratón.   

La biogénesis de la vesícula acrosomal ocurre durante la espermiogénesis, proceso a través del cual una espermátida se 

convierte en un espermatozoide. La biogénesis del acrosoma consta de cuatro fases: 1. La fase de Golgi (estadio 1-3), 

en la cual el aparato de Golgi junto con el compartimento endolisosomal forman las vesículas proacrosomales que migran 

a la vecindad del núcleo. 2. La fase de capa (estadio 4-7), en donde el proacrosoma formado por la fusión de las vesículas 

proacrosomales se alarga y cubre 1/3 de la superficie nuclear transformándose en una capa muy fina. 3. La fase de 

acrosoma (estadio 8-12), en la cual la vesícula acrosomal comienza a re-localizarse en la región apical de la espermátida 

elongada. 4. La fase de maduración (estadio 13-16), la última, la membrana acrosomal se diferencia en dos regiones: la 

región externa (localizada por debajo de la membrana plasmática) y la región interna (localizada por encima del núcleo). 

Modificado de: Khawar et al., 2019 y She et al., 2021. Creado con BioRender.com 
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1.4. Los organelos relacionados con el lisosoma (ORLs) 

Los ORLs son reservorios ácidos de Ca2+ que se originan a partir de la red trans-Golgi y el 

compartimento endolisosomal (en particular de los endosomas tempranos, endosomas tardíos y los 

lisosomas); tienen una morfología, composición y fisiología única acorde con la célula donde residen 

(Marks et al., 2013, Delevoye et al., 2009; Khawar et al., 2019). Su pHluminal (4.5-6.0) es regulado por 

la v-ATPasa, los canales de Cl- , los canales de K+ (BK), el intercambiador Na+/H+ y las fugas de H+ 

(revisado en Freeman et al., 2023 y Wahl-Schott et al., 2023). Actualmente, las rutas de captación 

de Ca2+ en estos reservorios aún no es clara. Sin embargo, resultados de varias investigaciones 

sugieren que el gradiente de H+ impulsa el antiporte de Ca2+ hacia el organelo desde el citosol. 

Conjuntamente, se ha propuesto que el intercambiador Ca2+/H+ puede ser una de las entidades 

molecular responsable de este mecanismo (Melchionda et al., 2016; Morgan et al., 2022). En 

cambio, hay un mayor avance en la identificación de las entidades moleculares que permiten la 

liberación del Ca2+ almacenado. Semejante al Retículo Endo/Sarcoplásmico (RE/RS), los ORLs 

expresan múltiples familias de canales de Ca2+ (figura 4) que son activados por segundos 

mensajeros como el inositol trifosfato (IP3) y la adenosina difosfato ribosa (ADPR, del inglés 

adenosine diphosphate ribose). Además, ligandos como el ácido nicotínico adenina dinucleótido 

fosfato (NAADP, del inglés nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate) o el lípido específico de 

endolisosomas restringido a la membrana, fosfatidilinositol 3,5-bifosfato (PI(3,5)P2) estimulan 

también la liberación de Ca2+ desde estos organelos ácidos (Davis et al., 2022). Hasta el momento 

se ha reportado la presencia de los canales de dos poros (1/2) (TPC, del inglés two-pore channels), 

el receptor purinérgico P2X4, los canales receptores de potencial transitorio (TRP, del inglés 

transient receptor potential) relacionados con la mucolipina-1 (TRPML) y la melastatina-2 (TRPM2) 

(revisado en Davis et al., 2022 y Wahl-Schott et al., 2023). Si bien estos resultados son muy claros 

bajo condiciones experimentales en células somáticas, en el espermatozoide de mamífero se 

requiere una investigación más profunda.  

 

Figura 4. Mecanismo de transporte de Ca2+ en los ORLs.  

Se muestra un esquema de los canales de Ca2+ reportados hasta el 

momento en estos reservorios ácidos de Ca2+ como, por ejemplo: los 

canales TPC (1/2) que son regulados directamente por el PI(3,5)P2 o por 

la unión del NAADP a las proteínas accesorias LSm12 y JPT2. Además, 

estos organelos expresan a los canales TRPML y los canales TRPM2 

que son estimulados directamente por el PI(3,5)P2 y la ADPR, 

respectivamente. También, se ha reportado la presencia de los 

receptores purinérgicos (P2X4) que son regulados directamente por el 

ATPluminal. En este esquema solo se muestra a la v-ATPasa como la 

identidad molecular que mantiene el pHluminal ácido para facilitar la 

visibilidad de los canales de Ca2+. Asimismo, se ha propuesto que el intercambiador Ca2+/H+ es el responsable de captar 

el Ca2+ en estos organelos. Modificado de: Davis et al., 2022.   
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1.5. Caracterización de los canales de Ca2+ expresados en los ORLs usando imágenes 

de Ca2+ 

Existen dos métodos que permiten monitorear las señales de Ca2+ generadas por los canales 

iónicos expresados en los ORLs, uno indirecto y el otro directo. En el método indirecto el indicador 

de Ca2+ se encuentra libre en el citosol o anclado en la superficie del organelo, la amplitud de la 

señal de Ca2+ resultante es cuantitativamente proporcional al contenido de Ca2+ en la poza ácida 

(figura 5A). En cambio, en el método directo, el indicador de Ca2+ se localiza en el lumen del 

organelo y reporta el valor cuantitativo de la concentración luminal de este catión (figura 5B) (Morgan 

et al., 2020; Zajac et al., 2022). Actualmente, se han desarrollado indicadores de Ca2+ codificados 

genéticamente y sondas fluorescentes sintéticas permeables a la célula para hacer este análisis.  

 

 
Figura 5. Dos enfoques para monitorear el Ca2+ almacenado en los ORLs. 

A. El Ca2+ almacenado en la poza ácida se monitorea indirectamente con una sonda de Ca2+ en el citoplasma o anclada 

en la superficie del organelo. B. La cuantificación directa de Ca2+ necesita un indicador localizado en el lumen del organelo.  

Modificado de: Zajac et al., 2022. 

 

En particular, los indicadores fluorescentes de 

Ca2+ sintéticos consisten en un fluoróforo (p. ej., la 

fluoresceína) unido químicamente a un motivo quelante 

de Ca2+ (p. ej., el BAPTA, un ácido aminopolicarboxilico 

específico de Ca2+). En ausencia de Ca2+, la 

transferencia de electrones fotoinducida (PeT) del 

motivo quelante rico en electrones apaga la 

fluorescencia del fluoróforo. La unión de Ca2+ al motivo 

quelante disminuye la PeT y el fluoróforo aumenta su 

fluorescencia (figura 6) (Zhou et al., 2021, Zajac et al., 

2022).  

 

Figura 6. Mecanismo de la unión y el encendido de la 

fluorescencia en los indicadores de Ca2+ sintéticos. 

Se muestra un ejemplo de los dos estados (apagado y encendido) 

del indicador fluorescente de Ca2+ sintético. Modificado de: Thapa et al., 2019. 
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En la actualidad existen varios indicadores fluorescentes de Ca2+ sintéticos disponibles 

comercialmente que tienen afinidades variables por el catión, características espectrales 

particulares, diferente capacidad de permeabilidad celular y capacidades radiométricas distintas 

(tabla 1). 

 

Tabla 1. Ejemplo de indicadores fluorescentes de Ca2+ sintéticos usados para monitorear el Ca2+ acrosomal en el 

espermatozoide de ratón. 

 Indicador 
Afinidad 

(rango o Kd) 

Concentración 

de uso 
Referencias 

Ca2+ acrosomal 
Fluo-5N 

Calcium green-5N 

90 M 

14 M 
4 M 

Ferreira et al., 2021 

Herrick et al., 2005 

Ca2+ intracelular 
Fluo-3 

Fluo-4 

0.34 M 

0.35 M 
4 M Chávez et al., 2018 

 

Otra estrategia clave para evaluar el papel de los ORLs en los procesos celulares es 

mediante el uso de herramientas farmacológicas capaces de alterar la integridad de la membrana 

de los organelos o la homeostasis iónica (Barral et al., 2022). Tradicionalmente, los agentes 

lisosomotrópicos permeables a la membrana se han utilizado para alterar las funciones de los LROs 

e incluyen dos clases distintas: los péptidos modificados (p. ej., el Gly-Phe-β-naftilamida, figura 7) y 

las bases débiles anfipáticas (p. ej., aminas secundarias) (Berg et al., 1994). Debido al ambiente 

luminal ácido, los agentes lisosomotrópicos se protonan y quedan atrapados dentro de las pozas 

ácidas. Al mismo tiempo, la protonación aumenta el pHluminal y la alta concentración de estas 

moléculas puede llegar a generar cambios osmóticos alterando la función de los organelos. Estos 

cambios estimulan la liberación del Ca2+ almacenado en los ORLs (Morgan et al., 2020). Por lo 

anterior, el uso de indicadores fluorescentes de Ca2+ sintéticos y los agentes lisosomotrópicos son 

una herramienta útil para estudiar el papel de los canales de Ca2+ expresados en estas pozas 

acidas.   

 

 
Figura 7. Estructura y mecanismo de acción del Gly-Phe-β-naftilamida (GPN). 

El GPN es un sustrato artificial de la proteasa lisosomal, catepsina C. Es un agente ampliamente usado para el estudio 

de las señales de Ca2+ originadas desde los organelos ácidos. La acumulación de este agente en los reservorios ácidos 

de Ca2+ (p. ej., los ORLs) induce el incremento del pHluminal y su hidrólisis mediada por la catepsina C puede ocasionar 

cambios osmóticos que conducen a la lisis del organelo. Creado con BioRender.com y Chemsketch. 
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2. ANTECEDENTES 
 

2.1. El pHacrosomal (pHa) y su papel en la RA 

En la célula, los H+ contribuyen en numerosas reacciones metabólicas y sirven como fuente 

de energía electroquímica para impulsar el trasporte transmembranal de compuestos orgánicos y 

sustratos inorgánicos. Por lo anterior, la regulación del pHintracelular es fundamental para la 

homeostasis celular y ha sido ampliamente estudia. No obstante, el mantenimiento del pHluminal en 

diversos compartimentos intracelulares proporciona un ambiente óptimo para diversos procesos 

celulares (revisado en Freeman et al., 2023). 

En el espermatozoide de ratón, la capacidad de fecundación también está regulada por 

ajustes de pHintracelular (Nishigaki et al., 2014; Chávez et al., 2020). Sin embargo, los cambios de pH 

no solo se limitan al citosol. Se ha demostrado que el incremento de pHa durante la capacitación 

correlaciona con un aumento de la RA espontanea (Nakanishi et al., 2001). Al mismo tiempo, la 

alcalinización del pHa provoca la desestabilización de la matriz acrosomal (Guyonnet et al., 2012). 

Esto último podría inducir cambios osmóticos en el organelo, el cual juega un papel importante para 

la exocitosis del acrosoma en el espermatozoide de humano (Zanetti & Mayorga 2009). No obstante, 

el papel del cambio de pHa y su relación con la RA sigue sin estar claro.   

 

2.2. Los inhibidores del canal CatSper alteran el pHa e inducen la RA     

En los mamíferos, el canal de Ca2+ específico del espermatozoide (CatSper, del inglés cation 

channel of spermatozoa) localizado en la pieza media del flagelo, es el sitio predominante de 

entrada de Ca2+ extracelular en la célula (figura 8). Las señales de Ca2+ mediadas por el canal 

CatSper impactan en casi todos los eventos que le permiten al espermatozoide adquirir la capacidad 

fecundante (Hwang & chung 2023).  

 

 
Figura 8. Estructura del canal de Ca2+ específico del espermatozoide (CatSper).   

CatSper se expresa en el flagelo del espermatozoide y se considera una vía predominante de ingreso de Ca2+ extracelular 

en la célula. Las señales de Ca2+ originadas por este canal impactan en casi todos los eventos que preparan al 

espermatozoide para adquirir la capacidad de fecundar al óvulo. El poro conductor de iones está formado por 4 
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subunidades: CatSper1-4 (la subunidad 3 no se muestra para facilitar la visibilidad de las otras estructuras). Además, 

tiene subunidades accesorias que forman un “pabellón” similar a una tienda de campaña sobre el poro: CatSper, ,  y  

(CatSper  no se muestra para ayudar a la visibilidad de los demás componentes). SLCO6C1 (del inglés solute carrier 

organic anion transporter family, member 6c1) es una proteína asociada al complejo que transporta aniones. Otras 

proteínas asociadas son CatSper y TMEM249 (del inglés transmembrane protein 249), las cuales contribuyen al 

ensamblaje del canal. CatSper  y EFCAB9 (del inglés EF-hand Ca2+ binding domain 9) son componentes citoplasmáticos 

del complejo que regulan su actividad, participando en la detección de Ca2+ y la dependencia al pHluminal. Modificado de: 

Clapham & Hulse 2021 y Hwang & Chung 2022.   

 

Se ha propuesto que el flujo de Ca2+ a través del canal CatSper contribuye en la inducción 

de la RA en el espermatozoide de ratón. Este canal también es importante para estimular la 

motilidad hiperactiva del flagelo y su ausencia origina infertilidad. Sorprendentemente, el 

espermatozoide capacitado carente de esta proteína puede llevar a cabo la RA y fecundar el óvulo 

libre de zona pelúcida en condiciones in vitro (Ren et al., 2001). Esto último, sugiere la existencia 

de otros mecanismos que proveen el Ca2+ en condiciones fisiológicas para estimular la RA.  

 

Recientemente, demostramos que el Mibefradil (Mib) y el NNC 55-0396 (NNC) (figura 9A), 

ambos inhibidores de CatSper, son bases débiles anfipáticas capaces de acumularse y protonarse 

en el acrosoma del espermatozoide de humano y ratón (figura 9B). La acumulación y protonación 

elevan el pHa estimulando la liberación del Ca2+ almacenado en el organelo y un influjo de Ca2+ 

extracelular. El incremento en la concentración de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) desencadena la RA por 

un mecanismo aún desconocido (Chávez et al., 2018). Con base en lo anterior, nuestro grupo ha 

propuesto que el aumento del pHa es un proceso crucial para regular los flujos de Ca2+ que 

desencadenan la RA bajo condiciones fisiológicas en el espermatozoide de mamífero. 

 

 
Figura 9. Mecanismo que induce el incremento de pHa mediado por los inhibidores de CatSper. 

A. Se muestra la estructura de los inhibidores de CatSper y sus propiedades fisicoquímicas, pKa y el coeficiente de 

partición (LogP). Estos datos se obtuvieron con el programa ChemAxon. B. Las bases débiles anfipáticas (B) como el Mib 

y el NNC difunden a través de la membrana plasmática del espermatozoide desde una región con alta concentración a 

una con baja concentración. Dentro de la célula, estos compuestos se acumulan y protonan (BH+) dentro del acrosoma 

desencadenado señales de Ca2+ que culminan en la inducción de la RA. Creado con BioRender.com y Chemsketch. 
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Adicionalmente, se ha reportado también que ambos inhibidores de CatSper inducen un 

aumento de la [Ca2+]i en células somáticas. Este incremento se asocia con la liberación de Ca2+ 

desde el RE a través de los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R, del inglés inositol 

trisphosphate receptor) mediante la activación de la vía de la fosfolipasa C. El vaciamiento del RE 

desencadena la entrada de Ca2+ extracelular mediante la vía de entrada de Ca2+ operada por los 

reservorios intracelulares de Ca2+ (SOCE, del inglés store-operate Ca2+ entry) a través de los 

canales de la familia Orai (Eberhard et al., 1995; Huang et al. 2015; Souza-Bomfim et al., 2021; Visa 

et al., 2022). En el espermatozoide de ratón, se ha reportado la presencia de estos canales de Ca2+ 

y contribuyen a los flujos de Ca2+ que desencadenan la RA.   

 

2.3. Los canales de Ca2+ acrosomales en la RA      

Los canales de Ca2+ expresados en la vesícula acrosomal contribuyen al aumento de la 

[Ca2+]i necesario para la RA. En el espermatozoide de ratón, la concentración del Ca2+ acrosomal 

está regulada por los IP3R (Walensky & Snyder 1995, Treviño et al., 1998, Herrick et al., 2005), las 

ATPasas de Ca2+ de tipo ER/SR (Lawson et al., 2007), los receptores de rianodina (Treviño et al., 

1998) y los canales TPC1 (Arndt et al., 2014). En la tabla 2, se muestra un resumen de la 

farmacología de estas entidades moleculares. 

 

Tabla 2. Farmacología de los canales de Ca2+ acrosomales del espermatozoide de ratón.  

Antagonista Blanco 

(IC50) 

Inductor de la RA Efecto sobre 

la RA 

Referencia 

2-APB IP3R (10 M) 

 

Espontanea 

NAADP (0.05-50 M) 

No inhibe 

Inhibe 

 

 

 

Arndt et al., 2014 

Rojo de 

rutenio 

Receptor de rianodina (10 M) Espontanea 

NAADP (50 M) 

No inhibe 

Inhibe 

Ned 19 TPC1 (100 M) NAADP (0.05-50 M) 

Zona pelúcida 

No inhibe 

Inhibe 

Heparina IP3R (10 M) Tapsigargina (10 M) Inhibe Walensky & Snyder 

1995 

Tapsigargina ATPasa de Ca2+ (10-20 M)  Induce Herrick et al., 2005 

CI50: La mitad de la concentración inhibitoria máxima. 

Todas ellas han mostrado una pH dependencia como parte de su mecanismo de activación 

(Haller et al., 1996; Tsukioka et al., 1994; Li et al., 2012; Cang et al., 2014; Xiong & Zhu 2016).Sin 

embargo, aún se desconoce cómo el pHa regula el aumento de la [Ca2+]i en los espermatozoides de 

ratón. Por lo tanto, abordar cómo la alcalinización acrosomal regula los canales de Ca2+ en este 

organelo es importante para comprender mejor los mecanismos moleculares que conducen a la RA. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

El acrosoma es un reservorio ácido de Ca2+ que se localiza en la cabeza del espermatozoide. 

La RA es un proceso altamente regulado, dependiente de Ca2+, e indispensable para la fecundación 

en los mamíferos. Se ha propuesto que CatSper, es una de las entidades moleculares principales 

encargadas de regular los flujos de Ca2+ que desencadenan la RA. Igualmente, diversos trabajos 

de investigación han demostrado que los canales de Ca2+ expresados en la vesícula acrosomal 

también participan en dicha regulación. No obstante, nuestro conocimiento sobre los 

transportadores que controlan los flujos del Ca2+ en el espermatozoide durante la RA es aún muy 

limitado.  

 

Recientemente, demostramos que los fármacos inhibidores de CatSper, Mibefradil y NNC 

55-0396 son bases débiles anfipáticas, capaces de alcalinizar el acrosoma del espermatozoide de 

humano y ratón. El incremento de pHa desencadena la liberación del Ca2+ almacenado en el 

organelo, estimula la entrada del Ca2+ extracelular e induce la RA. Estos hallazgos sugieren en 

principio que el pHa puede regular los flujos de Ca2+ que conducen a la exocitosis del organelo en el 

espermatozoide de mamífero. Considerando que dicha regulación es poco conocida, sería 

importante dilucidar: cuáles son las entidades moleculares que regulan la movilidad del Ca2+ 

acrosomal durante la alcalinización del organelo, así mismo, identificar los canales de Ca2+ 

expresados en la membrana plasmática que se regulan por la liberación del Ca2+ acrosomal. Los 

resultados obtenidos ayudarán a comprender más los mecanismos moleculares que subyacen la 

RA en el espermatozoide de mamífero. 
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4. HIPÓTESIS 
 

 Los canales de Ca2+ acrosomales dependientes de pH participan en la regulación de los 

flujos de Ca2+ que conducen a la exocitosis del organelo en el espermatozoide de ratón.  
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5. OBJETIVOS 
 

Objetivo general  

 

Determinar el mecanismo molecular por el cual el pHa regula los flujos de Ca2+ en el 

espermatozoide de ratón. 

 

Objetivos específicos 

 

 Disecar la influencia directa del pHa sobre la liberación del Ca2+ acrosomal, del 

cambio osmótico que éste produce. 

 

 Identificar la o las entidades moleculares permeables a Ca2+ en el acrosoma que se 

activan durante la alcalinización del organelo. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Reactivos  

El NNC 55-0396 (NNC), la Xestospongina C (Xc), el SKF-96365 (SKF), el Dimetilsulfóxido 

(DMSO), el Ácido Etilenglicol Tetraacético (EGTA), el Ácido Plurónico F-127 se adquirieron de 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). El Mibefradil (Mib) y la Ionomicina (Iono) de Alomone (Jerusalén, 

Israel). El dipéptido modificado Gly-Phe--naftilamida (GPN) se obtuvo de Cayman Chemical (Ann 

Arbor, MI). El 2-Aminoetoxidifenilborato (2-APB), el trans-Ned 19 (tNed 19) y el cis-Ned 19 (cNed 19) 

se adquirieron de Tocris Bioscience (Bristol, UK). Las sondas fluorescentes Fluo-3 AM, Fluo-5N AM 

y el LysoSensor Green DND-189 (LSG) se obtuvieron de ThermoFisher Scientific (Waltham, MA). 

A excepción del LSG, los compuestos se diluyeron y almacenaron de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante (tabla 3). 

 

Tabla 3. Concentración de los compuestos usados en los registros. 

Compuesto Disolvente 
Blanco 

(CI50) 

Concentración 

usada 
Referencia 

NNC H2O CatSper (10 M)H 10 M Strünker et al., 2011 

Chávez et al., 2018 Mib H2O CatSper (40 M)H 30 M 

Xc DMSO IP3R (1 M)H 2 M Mata-Martínez et al. 2018 

2-APB DMSO 
Canales CRAC (5-10 M)1 

IP3R (100 M)2 

50 M 

100 M 

 

Zhang et al., 20201 

Bakowski et al. 20211 

Gambardella et al., 20212 

 

SKF DMSO  Canales CRAC (10-20 M) 10 M Treviño et al., 2006 

tNed 19 
DMSO TPC1/2 (100 M) 100 M 

Arndt et al., 20142 

Sánchez-Tusie et al., 2014 
cNed 19 

Agente 

lisosomotrópico 
 

GPN DMSO Organelos ácidos (50 M)H 100 M Sánchez-Tusie et al., 2014 

Quelante de Ca2+  

EGTA H2O --- --- --- 

Ionóforo de Ca2+  

Iono DMSO --- 10 M --- 

Sondas 

fluorescentes 
 

LSG DMSO --- 500 nM 

--- Fluo-3 DMSO --- 2 M 

Fluo-5N DMSO --- 1 M 

 

Nota: Los datos presentados son los reportados en espermatozoides de humano (H). La concentración del 2-APB para los canales 

CRAC se tomó de los reportes en células somática. CI50: La mitad de la concentración inhibitoria máxima.  
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Medio de registro 

A menos que se indique lo contrario, todos los experimentos se realizaron en medio TYH 

(medio de registro) con Ca2+ 100 nM en condiciones no capacitantes. Para ajustar el medio de 

registro con Ca2+ 100 nM se usó el programa Maxchelator (Stanford University) y como agente 

quelante EGTA. El medio TYH contiene (en mM): NaCl 119.5, KCl 4.7, CaCl2 1.71, KH2PO4 1.2, 

MgSO4  7H2O 1.2, HEPES 20, glucosa 5.56 y piruvato de sodio 0.51, pH = 7.4 a 37°C. 

 

Colecta de la muestra biológica  

El Comité de Bioética del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional Autónoma 

de México aprobó los protocolos experimentales. Los espermatozoides motiles se obtuvieron de los 

epidídimos (región de la cauda) posterior al sacrificio de ratones CD-1 (3 meses de edad) mediante 

dislocación cervical. Brevemente, a cada epidídimo se le hicieron pequeños cortes y se depositaron 

cuidadosamente en el fondo de un tubo Eppendorf (1.5 mL). A continuación, se adicionó medio de 

registro (700 L) y se incubaron durante 5 min a 37°C. Durante este tiempo solo aquellas células 

con mejor motilidad migran a la parte superior de medio. Al finalizar la incubación, se tomaron 500 

L (~1-3 x 106 células) del sobrenadante para realizar los distintos ensayos.      

 

Evaluación de los cambios en el Ca2+ intracelular y acrosomal 

El aumento del Ca2+ intracelular y la liberación del Ca2+ acrosomal se determinó usando las 

sondas fluorescentes Fluo-3 y Fluo-5N, respectivamente. Brevemente, las células colectadas se 

incubaron con Fluo-3 AM o Fluo-5N AM más ácido plurónico F-127 (0.05%) durante 40 min a 37°C 

en oscuridad. Para recuperar las células cargadas, la suspensión se centrifugó durante 5 min a 2 

000 rpm, el sobrenadante se descartó cuidadosamente y la pastilla obtenida se resuspendió en un 

volumen apropiado con medio de registro (100 L). Los espermatozoides se mantuvieron a 37°C 

en oscuridad hasta el término de los experimentos. Las células cargadas con Fluo-3 o Fluo-5N se 

excitaron usando un LED azul (ʎ= 380–475 nm, 3.15 A, Luminus Devices, Woburn, MA), un filtro de 

excitación (HQ480/40x), un espejo dicroico (Q505Ip) y un filtro de emisión (HQ535/50m) (Chroma 

Technology, Bellown Falls, VT). 

 

Estimación de los cambios en el pHacrosomal (pHa) 

El pHa se evaluó usando la sonda fluorescente LSG. Brevemente, los espermatozoides (1 

mL; ~1-3 x 106 células) se incubaron con LSG durante 10 min a 37°C en oscuridad. Posteriormente, 

las células cargadas se recuperaron siguiendo el protocolo descrito en la sección anterior. Los 

espermatozoides cargados con LSG se excitaron usando un LED Azul Real (ʎ= 450–455 nm, 3.15 

A, Luminus Devices), un filtro de excitación (D440/20x), un espejo dicroico (T455lp) y un filtro de 

emisión (ET510/80m) (Chroma Technology).    
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Adquisición de imágenes de fluorescencia 

Una vez cargadas las células se adhirieron a cubreobjetos recubiertos con concanavalina A 

(Sigma-Aldrich) (1 mg/mL) y se montaron en una cámara de registro. Los espermatozoides no 

adheridos se eliminaron mediante lavados suaves y la cámara se llenó con medio de registro (200 

L). Durante los registros, las muestras se mantuvieron a 37ºC usando un controlador de 

temperatura PDMI-2 (Harvard Apparatus, Holliston, MA). Las señales de fluorescencia se 

adquirieron de acuerdo con lo descrito por Nishigaki y sus colaboradores (Nishigaki et al. 2006). El 

sistema de adquisición de imágenes está conformado por un microscopio invertido Olympus iX71 

equipado con un objetivo Plan Apo 60X/1.42 de inmersión en aceite, un sistema de excitación por 

pulsos de luz basado en LED y una cámara EMCCD iXon+ DU-888e (1024 x 1024 px) (Andor 

Technology, Belfast, Northern Ireland). Para colectar las imágenes se usó un binning 2x2 y el 

programa Andor iQ. Las imágenes de fluorescencia se adquirieron cada 500 ms con un tiempo de 

exposición/iluminación de 2 ms por un periodo de 7 min.  

 

Procesamiento y análisis de imágenes de fluorescencia  

Los cambios de fluorescencia se analizaron seleccionando regiones de interés (ROI, del 

inglés: Region Of Interest) en las cabezas de espermatozoides individuales y en el fondo de cada 

imagen utilizando el programa Fiji (Rueden et al., 2017). Con esta herramienta se obtuvieron los 

valores crudos de la fluorescencia promedio en cada ROI para cada una de las imágenes 

adquiridas, los cuales se analizaron utilizando Microsoft Excel. Brevemente: a cada ROI se le resta 

el valor del fondo obtenido en cada imagen, los valores resultantes se normalizan usando la 

ecuación (F-F0)/F0; donde F es la medida de fluorescencia en un momento dado y F0 el promedio 

de la fluorescencia basal (30 s previos a la adición de los compuestos). El incremento de [Ca2+]i se 

determinó utilizando la ecuación [(F-F0)/F0]/FIono; donde FIono es el valor de la fluorescencia obtenido 

en respuesta a Iono 10 M (control de la repuesta máxima de Ca2+ en la célula). El cambio en el 

pHa se estimó usando la ecuación (F/F0)-1.    

 

Farmacología  

Las curvas concentración-efecto para el Mib, el NNC y el GPN se construyeron tratando a 

los espermatozoides con distintas concentraciones de los compuestos en un rango de 1 M a 200 

M durante 5 min. La participación de los IP3R se evaluó pretratando a las células con los inhibidores 

permeables a la membrana, Xc (inhibidor selectivo) o 2-APB (inhibidor no selectivo) (Gambardella 

et al., 2021) durante 5 min antes de la adición de Mib 30 M o NNC 10 M (figura 10A). La 

contribución de los canales TPC1 se determinó pretratando a los espermatozoides con el inhibidor 

selectivo permeable a la membrana, tNed 19 o con su estereoisómero reversible cNed 19 (Arndt et 

al., 2014) durante 5 min (figura 10B). Para explorar la participación de los canales de Ca2+ regulados 

por el vaciamiento de reservorios intracelulares, las células se pretrataron con 2-APB (Zhang et al., 
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2020) o SKF (Treviño et al., 2006; Bakowski et al., 2021) durante 5 min en medio de registro con 

Ca2+ 1.7 mM, ambos fármacos son inhibidores no selectivos de estos canales (figura 10C). 

 

 
Figura 10. Diseño experimental del tratamiento con los inhibidores de canales de Ca2+ acrosomales y de la 

membrana plasmática.  

A y B. Evaluación de la contribución de los canales de Ca2+ acrosomales. Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se 

pre-incubaron con antagonistas de los IP3R y de los canales TPC1 durante 5 minutos a 37 °C antes de la adición de 30 

M Mib o 10 M NNC. Todos los experimentos se realizaron en un medio de registro con Ca2+ 100 nM. C. Evaluación de 

la contribución de los canales de Ca2+ regulados por el vaciamiento de pozas intracelulares. Los espermatozoides 

cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con antagonistas de los canales de Ca2+ activados por la liberación de Ca2+ durante 

5 minutos a 37°C antes de la adición de 30 M Mib o NNC 10 M NNC. Todos los experimentos se realizaron en un medio 

de registro con Ca2+ 1.7 mM. Creado con BioRender.com 

 

Evaluación de la RA usando la tinción con azul de Coomassie  

Para inducir la RA, los espermatozoides se incubaron con los fármacos a evaluar durante 60 

min a 37°C. Las células incubadas en el diluyente (medio de registro o medio de registro más 

DMSO) o con Iono 10 M se usaron como control negativo o positivo, respectivamente. Al finalizar, 

los espermatozoides se incubaron con una solución fijadora (formaldehido al 10 % en buffer fosfato 

salino en una relación 1:1 (v/v)) durante 5 min a temperatura ambiente. Después, se centrifugaron 

durante 10 min a 3000 rpm, el sobrenadante se descartó cuidadosamente y las células se 

resuspendieron en buffer fosfato salino 1X (50 L). Una alícuota de 20 L se colocó en un 

portaobjeto y se dejó secar a temperatura ambiente. Las muestras se tiñen con azul de Coomassie 

G-250 (0.22 %) en etanol (50 %) y ácido acético glacial (10 %) durante 5 min. El exceso de colorante 

se eliminó con agua destilada y se dejó secar a temperatura ambiente. Para terminar, se adicionó 

glicerol 50 % (v/v) y se examinó la integridad del acrosoma usando microscopía de contraste de 
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fases con el objetivo 100X de inmersión en aceite (figura 11). El % de RA se calculó analizando al 

menos 100 células por cada tratamiento.  

  

Figura 11. Tinción de espermatozoides con azul de Coomassie.  

La tinción con azul de Coomassie es un método eficaz para evaluar la integridad del acrosoma 

en espermatozoides de mamíferos (Larson & Miller 1999). Éste compuesto se une mediante 

interacciones electrostáticas entre los grupos sulfónicos presentes en la molécula y los grupos 

cargados positivamente de las proteínas. Así, el espermatozoide con el acrosoma intacto 

muestra una tinción azul brillante en la región apical de la cabeza (fecha roja). Por otra parte, 

la célula que se ha sometido a la RA no tiene tinción o muestra una tinción irregular, indicando 

que el contenido de la vesícula secretora se ha perdido (flecha negra). 

 

Análisis estadístico y presentación de los datos 

Para el análisis matemático, el análisis estadístico y la construcción de las gráficas se utilizó 

el programa GraphPad Prism 8 Software, Inc. (La Jolla, California, USA). Los tratamientos se 

realizaron por duplicado en al menos 3 ratones distintos (aproximadamente se analizaron 20 células 

por cada tratamiento). Las gráficas de líneas expresan el trazo representativo de los resultados 

obtenidos en cada experimento. Las gráficas de barras denotan la amplitud de la respuesta obtenida 

en cada tratamiento, es decir, la diferencia de la intensidad de fluorescencia obtenida después de 

la adición de un compuesto y la intensidad de la fluorescencia segundos antes de la adición de éste. 

Los datos se expresan como el valor promedio de cada tratamiento  el error estándar. La mitad de 

la concentración efectiva máxima (CE50) se calculó usando la ecuación: Y=100*X/(CE50+X). El valor 

de la contante de tiempo () se calculó usando la ecuación de asociación de una fase: 

Y=Y0+(meseta-Y0)*(1-e(-K*X)). Ambos parámetros se determinaron con el software GraphPad Prism 

8. Para la predicción y el cálculo de las propiedades de los fármacos se usó Calculator Plugins, 

Marvin 17.21.0, ChemAxon, (http://www.chemaxon.com). Para examinar si los valores se ajustan a 

una distribución Gaussiana, se empleó la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Las 

comparaciones entre la Δ de intensidad de fluorescencia y el porcentaje de células sometidas a la 

RA se analizaron con la prueba ANOVA de una vía. Posteriormente, se aplicaron las pruebas de 

Dunnett y Tukey para determinar las diferencias estadísticamente significativas entre los 

tratamientos. En algunos casos los datos se analizaron con la prueba t-Student. El límite de 

significancia se estableció en: nsp0.05 *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. ns. 

Estadísticamente no significativo.   
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7. RESULTADOS 
 

Previamente, reportamos que los fármacos inhibidores de CatSper como el Mib y el NNC 

son bases débiles anfipáticas capaces de incrementar el pHa en el espermatozoide de mamífero. 

La alcalinización del pHa induce la liberación de Ca2+ desde los reservorios ácidos como el 

acrosoma, el influjo de Ca2+ extracelular y la RA, un proceso exocitótico dependiente de Ca2+ 

importante para la fecundación (Chávez et al., 2017). En principio, estos resultados sugieren una 

relación entre la alcalinización del acrosoma y la liberación del Ca2+ almacenado en el organelo. 

Con el objetivo de determinar si éste era realmente el caso, establecimos la dosis-dependencia de 

los inhibidores de CatSper para incrementar el pHa y liberar el Ca2+ desde el organelo. Para medir 

únicamente el eflujo de Ca2+ desde el acrosoma, realizamos los experimentos ajustando el Ca2+ 

externo a 100 nM. Al usar un medio de registro con Ca2+ 100 nM se está igualando con la 

concentración de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i= 100-200 nM), descartando el influjo de Ca2+ extracelular 

que podría producirse por un gradiente electroquímico (Clapham 2007). 

 

7.1. Los inhibidores de CatSper alcalinizan el pHa de manera dependiente de la 

concentración 

Iniciamos nuestro estudio determinando la dosis-dependencia del Mib y el NNC para 

incrementar el pHa usando espermatozoides cargados con LSG. El LSG es una sonda fluorescente 

que se acumula en los organelos ácidos y muestra un incremento en su fluorescencia tras la 

acidificación del ambiente donde se encuentra. Como previamente reportamos (Chávez et al., 

2018), el tratamiento con los inhibidores de CatSper indujo la alcalinización de la vesícula acrosomal 

(figura 12A y 12D). Éste incremento de pHa se observó como una pérdida uniforme de la 

fluorescencia del LSG, la cual fue dependiente de la concentración (figura 12B y 12E). El Mib 

estimuló el incremento de pHa cuando se usó por encima de 10 M, con un máximo aumento de 

pHa a 60 M y una CE50 igual a 11.1  3.3 M (figura 12C). En cambio, el NNC indujo la alcalinización 

del acrosoma cuando se usó por encima de 5 M, con un máximo incremento de pHa a 30 M. 

Además, la curva concentración-efecto del NNC mostró dos componentes: el primero con una 

CE50(1) de 2.6  1.0 M y el segundo con una CE50(2) de 7.7  1.5 M (figura 12F). Anteriormente, 

reportamos que éste compuesto también parecía mostrar dos componentes con respecto a su 

capacidad para inducir la RA (Chávez et al., 2018). 

Nuestros resultados muestran que el Mib y el NNC incrementan el pHa de manera 

dependiente de la concentración. 

 



Enrique I. Oliver Santiago                        Bases moleculares de los flujos de Ca2+ en el acrosoma … 
 

 

19 CIDC/UAEM – IBt/UNAM  
 

 
Figura 12. El Mib y el NNC inducen el incremento del pHa de manera dependiente de la concentración.  

Los espermatozoides cargados con LSG fueron tratados con concentraciones crecientes de los inhibidores de CatSper 

usando medio de registro con Ca2+ 100 nM. A y D. Muestran imágenes de epifluorescencia representativas en donde se 

observa que el Mib (30 M) y el NNC (30 M) indujeron la alcalinización del acrosoma. B y E. Trazos representativos que 

muestran la disminución de la fluorescencia del LSG indicando que tanto el Mib (0-60 M) como el NNC (0-30 M) 

produjeron un incremento del pHa, respectivamente. C y F. Muestran las curvas de concentración-efecto para el Mib y el 

NNC, respectivamente. Notar que la respuesta es dependiente de la concentración. El Δ de fluorescencia (ΔF) se obtuvo 

a los 150 s en cada uno de los trazos. Para cada tratamiento, el cambio en el ΔF causado por la dilución de LSG al agregar 

el control (0 M) se restó. Cada barra representa el promedio y la desviación estándar. La significancia estadística se 

determinó mediante la prueba ANOVA de una vía y la prueba post-hoc de Dunnett. nsp0.05 *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; 

****p<0.0001. n=3 ratones independientes. ns, no significativo. En B y E, las flechas indican la adición del compuesto en 

cada uno de los experimentos. 

 

7.2. El Mib y el NNC inducen la liberación de Ca2+ desde los reservorios intracelulares 

de manera dependiente de la concentración 

A continuación, exploramos la dependencia de la concentración de los inhibidores de 

CatSper para aumentar la [Ca2+]i usando células cargadas con Fluo-3. En la figura 13 se muestra 

cómo el tratamiento con el Mib (A) y el NNC (D) indujo el incremento de la [Ca2+]i en el 

espermatozoide de ratón. El incremento de Ca2+ intracelular se observó como un aumento en la 

fluorescencia del Fluo-3, el cual fue dependiente de la concentración (figura 13B y 13E). El Mib 

estimuló el incremento de la [Ca2+]i cuando se usó por encima de 10 M, con un máximo incremento 

de la [Ca2+]i a 30 M y una CE50 igual a 4.9 ± 1.8 M (figura 13C). En contraste, el NNC indujo el 

incremento de Ca2+ intracelular cuando se usó por encima de 9 M, con un máximo incremento de 

la [Ca2+]i a 11 M. De manera similar al incremento de pHa, la curva concentración-efecto del NNC 

exhibió dos componentes: el primero con un valor de CE50(1) igual a 1.7 ± 0.5 M y el segundo con 

un valor de CE50(2) igual a 3.8 ± 1.3 M (figura 13F).  
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Nuestros hallazgos muestran que los inhibidores de CatSper son capaces de estimular la 

liberación de Ca2+ desde los reservorios intracelulares de manera dependiente de la concentración. 

Con base en nuestros resultados, decidimos usar 30 M Mib y 10 M NNC para los experimentos 

posteriores. 

 

 
Figura 13. Los inhibidores de CatSper promueven la liberación del Ca2+ almacenado en los reservorios 

intracelulares de manera dependiente de la concentración.  

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 fueron tratados con concentraciones crecientes de los inhibidores de CatSper 

usando medio de registro con Ca2+ 100 nM. A y D. Muestran imágenes de epifluorescencia representativas en donde se 

observa que el Mib (30 M) y el NNC (30 M) indujeron el incremento de la [Ca2+]i. B y E. Trazos representativos que 

muestran el incremento de la fluorescencia del Fluo-3 indicando que tanto el Mib (0-30 M) como el NNC (0-11 M) 

produjeron un incremento del Ca2+ intracelular, respectivamente. C y F. Muestran las curvas de concentración-efecto para 

el Mib y el NNC, respectivamente. Notar que la respuesta es dependiente de la concentración. El Δ de fluorescencia (ΔF) 

se obtuvo a los 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviación estándar. La 

significancia estadística se determinó mediante la prueba ANOVA de una vía y la prueba post-hoc de Dunnett. nsp0.05 

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. n=3 ratones independientes. ns = no significativo. En B y E, las flechas 

indican la adición del compuesto en cada uno de los experimentos. 

 

7.3. Los inhibidores de CatSper liberan el Ca2+ acrosomal  

Posteriormente, corroboramos la liberación del Ca2+ acrosomal estimulada por el Mib y el 

NNC usando células cargadas con Fluo-5N. Debido a su baja afinidad para el Ca2+ (Kd= 90 M), el 

Fluo-5N emite fluorescencia principalmente en regiones donde la concentración de este catión es 

significativamente mayor que en el citoplasma ([Ca2+]i= 100-200 nM). Por lo tanto, al determinar la 

intensidad de la fluorescencia solo en el área acrosomal ([Ca2+]acrosomal= 0.6-1 mM; Herrick et al., 

2005), se puede detectar la liberación de Ca2+ desde este reservorio. Como se esperaba, el 

tratamiento con los inhibidores de CatSper indujo la liberación del Ca2+ acrosomal, el cual se observó 

como una perdida en la fluorescencia del Fluo-5N (figura 14). La figura 14B muestra los trazos 

representativos donde se observan dos diferentes patrones de la liberación del Ca2+ acrosomal; uno 



Enrique I. Oliver Santiago                        Bases moleculares de los flujos de Ca2+ en el acrosoma … 
 

 

21 CIDC/UAEM – IBt/UNAM  
 

lento (liberación gradual del Ca2+ acrosomal; I) y otro rápido (liberación sostenida del Ca2+ 

acrosomal; II). La mayoría de los espermatozoides exhibieron el patrón I (~80 %) en respuesta a los 

inhibidores de CatSper.  

Este resultado demuestra que el Mib y el NNC inducen la liberación del Ca2+ acrosomal, lo 

cual es consistente con una posible correlación con el incremento de pHa. 

 

 
Figura 14. El Mib y el NNC inducen la liberación del Ca2+ acrosomal.  

Los espermatozoides cargados con Fluo-5N fueron tratados con Mib 30 M o NNC 10 M usando un medio de registro 

con Ca2+ 100 nM. A. Muestra imágenes de epifluorescencia representativas en donde el Mib (30 M) induce la liberación 

del Ca2+ acrosomal. B. Los trazos representativos de los patrones de la liberación del Ca2+ acrosomal desencadenada 

por los inhibidores de CatSper; uno lento (liberación gradual del Ca2+ acrosomal; I) y otro rápido (liberación sostenida del 

Ca2+ acrosoma; II); n=4 ratones independientes. En B, las flechas indican la adición del compuesto en cada uno de los 

experimentos. 

 

7.4. El agente lisosomotrópico, GPN alcaliniza el acrosoma del espermatozoide ratón 

de manera dependiente de la concentración   

En los reservorios ácidos de Ca2+, la acumulación de las bases débiles anfipáticas puede 

inducir cambios osmóticos causando la liberación del Ca2+ almacenado a través de la activación de 

canales mecanosensibles  (Barral et al., 2022; Hu et al., 2022). Hasta el momento no hay evidencia 

de que el Mib o el NNC estimulen estrés osmótico o activen canales mecanosensibles. Para 

determinar la contribución del componente osmótico en la liberación de Ca2+ acrosomal inducida 

por los inhibidores de CatSper usamos el agente lisosomotrópico, GPN. Éste compuesto es 

hidrolizado por la proteasa lisosomal catepsina C, lo que resulta en la alcalinización del organelo, la 

liberación del Ca2+ almacenado o la ruptura del organelo por estrés osmótico (Berg et al., 1994; 

Morgan et al., 2020). Se ha demostrado mediante estudios de proteómica que las catepsinas D y 

H, isoformas de la catepsina C, están presentes en el acrosoma del espermatozoide de ratón 

(Moreno & Alvarado 2006).  

Primero, determinamos la dosis dependencia del GPN para incrementar el pHa usando 

espermatozoide cargados con LSG . Al igual que en el espermatozoide de humano (Sánchez-Tusie 

et al., 2014), el tratamiento con GPN indujo la alcalinización de la vesícula acrosomal en el 

espermatozoide de ratón (figura 15A). Similar a los inhibidores de CatSper, el incremento de pHa 

fue dependiente de la concentración (figura 15B). El GPN estimuló el incremento de pHa cuando se 
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usó por encima de 50 M, con un máximo aumento de pHa a 200 M y una CE50 igual a 40.3 ± 10.9 

M (figura 15C).  

Nuestros hallazgos muestran que el GPN es capaz de alcalinizar el acrosoma del 

espermatozoide de ratón como sucede en otros organelos ácidos. Asimismo, el incremento de pHa 

inducido por este compuesto es de manera dependiente de la concentración.  

 

 
Figura 15. El agente lisosomotrópico, GPN induce la alcalinización del acrosoma de manera dependiente de la 

concentración.  

Los espermatozoides cargados con LSG fueron tratados con concentraciones crecientes de los inhibidores de CatSper 

usando medio de registro con Ca2+ 100 nM. A. Muestra una imagen de epifluorescencia representativas en donde se 

observa que el GPN (100 M) indujo la alcalinización del acrosoma. B. Los trazos representativos que muestran la 

disminución de la fluorescencia del LSG indicando que el GPN (0-200 M) produce un incremento del pHa C. Muestra la 

curva de concentración-efecto para el GPN. Notar que la respuesta es dependiente de la concentración. El Δ de 

fluorescencia (ΔF) se obtuvo a los 150 s en cada uno de los trazos. Para cada tratamiento, el cambio en el ΔF causado 

por la dilución de LSG al agregar el control (0 M) se restó. Cada barra representa el promedio y la desviación estándar. 

La significancia estadística se determinó mediante la prueba ANOVA de una vía y la prueba post-hoc de Dunnett. nsp0.05 

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. n=3 ratones independientes. ns, no significativo. En B, la flecha indica la 

adición del compuesto en cada uno de los experimentos. 

 

7.5. El GPN induce una escasa liberación del Ca2+ acrosomal 

Conjuntamente, exploramos la dependencia de la concentración del GPN para liberar el Ca2+ 

desde los reservorios intracelulares usando células cargadas con Fluo-3. En la figura 16A, se 

muestra cómo el tratamiento con GPN (100 M) indujo el incremento de la [Ca2+]i en el 

espermatozoide de ratón. Semejante al efecto sobre el pHa, el aumento del Ca2+ intracelular fue de 

manera dependiente de la concentración (figura 16B). El GPN estimuló el incremento del Ca2+ 

intracelular cuando se usó por encima de 25 M, con un máximo incremento de la [Ca2+]i a 100 M 

y una CE50 igual a 15.0 ± 4.3 M (figura 16C). Los resultados indican que este compuesto promueve 

la liberación de Ca2+ desde los reservorios intracelulares de manera dependiente de la 

concentración. Así mismo, evaluamos sí el agente lisosomotrópico es capaz de liberar el Ca2+ 

acrosomal usando espermatozoides cargados con Fluo-5N. Sorpresivamente, el compuesto no fue 

capaz de inducir cambios en la fluorescencia del colorante (figura 16D y 16E). Teniendo en cuenta 

la baja sensibilidad de la sonda fluorescente para el Ca2+, este resultado sugiere que la liberación 

de Ca2+ acrosomal originada por el GPN es insignificante y no puede ser detectada por el Fluo-5N. 
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En resumen, nuestros resultados muestras que el GPN induce el incremento de la [Ca2+]i y 

de pHa de manera dependiente de la concentración. Sin embargo, el agente lisosomotrópico induce 

débilmente la liberación del Ca2+ acrosomal.  

 
Figura 16. El GPN induce una escasa liberación del Ca2+ acrosomal.   

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 o Fluo-5N fueron tratados con el GPN usando un medio de registro con Ca2+ 

100 nM. A. Muestra imágenes de epifluorescencia representativas en donde se observa que el GPN (100 M) indujo el 

incremento de la [Ca2+]i. B. Trazos representativos que muestran el incremento de la fluorescencia del Fluo-3 indicando 

que el GPN (0-100 M) produce un incremento del Ca2+ intracelular. C. La curva concentración-efecto del GPN. El Δ de 

fluorescencia (ΔF) se obtuvo a los 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviación 

estándar. La significancia estadística se determinó mediante la prueba ANOVA de una vía y la prueba post-hoc de Dunnett. 

nsp0.05 *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. n=3 ratones independientes, ns, no significativo. Los 

espermatozoides cargados con Fluo-5N fueron tratados con GPN 100 M. D. Imagen de epifluorescencia representativa 

de un espermatozoide de ratón tratado con el agente lisosomotrópico. E. El trazo representativo de la liberación del Ca2+ 

acrosomal inducido por el GPN; n=3 ratones independientes. En B y E, la flecha indica la adición del compuesto en cada 

uno de los experimentos. 

 

7.6. Los inhibidores de CatSper y el GPN afectan diferencialmente la RA 

El Mib y el NNC pueden inducir la RA incluso en un medio con baja concentración de Ca2+ 

(Chávez et al., 2018). A continuación, evaluamos la capacidad del GPN para estimular la exocitosis 

del acrosoma usando la tinción con azul de Coomassie, la cual permite evaluar la integridad del 

organelo. Para estimular la RA, los espermatozoides se incubaron con Mib (30 M), NNC (10 M) 

o GPN (100 M) durante 60 min a 37°C en medio de registro con Ca2+ 100 nM. La cinética de la RA 

se evaluó tomando muestras cada 10 min durante la incubación. Como se demostró anteriormente 

(Chávez et al., 2018), los inhibidores de CatSper estimularon la exocitosis del acrosoma. En 

contraste, el GPN mostró una capacidad baja para desencadenar la RA, ya que se requiere 3 veces 

más la concentración de este compuesto para producir los efectos del Mib. Al determinar la 

constante de tiempo () de la cinética de la RA se obtuvo un valor de 17.21 min para el Mib, 12.13 
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min para el NNC y 17.03 min para el GPN. La inducción máxima de RA se obtuvo a los 30 min de 

la incubación con los fármacos (figura 17A). El porcentaje de espermatozoides que experimentaron 

la RA a los 30 min del tratamiento con el Mib, el NNC y el GPN fue de 31.7 ± 9.0 %, 47.7 ± 7.4 % y 

26.3 ± 9.0 % respectivamente. La Iono (10 µM) desencadenó una cantidad muy pequeña de RA 

(9.7 ± 5.5 %) (figura 17B).  

Nuestros resultados muestran que los bloqueadores de CatSper son más eficientes que el 

GPN para inducir la RA. Por otra parte, estos hallazgos, junto con los obtenidos usando la sonda 

Fluo-5N, muestran que los agentes lisosomotrópicos no alteran la integridad de la membrana 

acrosomal dentro de los primeros 5 min de la incubación, tiempo en el que se llevan a cabo nuestros 

registros. Finalmente, si un componente osmótico estuviera contribuyendo a la liberación de Ca2+ 

acrosomal, el GPN debería ser más potente que el Mib y el NNC, lo que no fue el caso. Esto sugiere 

que el aumento de pHa es el principal desencadenante de la liberación de Ca2+ acrosomal. 

  

  
Figura 17. Los agentes lisosomotrópicos afectan diferencialmente la RA. 

Los espermatozoides se incubaron con Mib (30 M), NNC (10 M) o GPN (100 M) durante 60 min a 37°C usando un 

medio de registro con 100 nM Ca2+ para estimular la RA. El estatus del acrosoma se evaluó mediante la tinción con azul 

de Coomassie tomando muestras cada 10 min durante la incubación. A. La cinética de la RA y la constante de tiempo (). 

B. El porcentaje de la RA a los 30 min; n=3 ratones independientes. Cada barra representa el promedio y la desviación 

estándar. La significancia estadística se determinó mediante la prueba ANOVA de una vía y la prueba post-hoc de Tukey. 

Los valores p exactos se muestran en la gráfica. ns= no significativo. 

 

7.7. La liberación del Ca2+ acrosomal estimulada por los agentes lisosomotrópicos 

correlaciona con su capacidad para aumentar el pHa 

Habiendo establecido la dosis-dependencia de los agentes lisosomotrópicos para 

incrementar el pHa y liberar el Ca2+ acrosomal, determinamos la correlación entre estos dos 

parámetros. Primero estimamos si existe la correlación lineal entre los valores de CE50 (pHa y [Ca2+]i) 

con el producto de dos propiedades fisicoquímicas de los compuestos (pKa*LogP). Estos 

parámetros muestran la capacidad del agente para acumularse (LogP) y protonarse (pKa) dentro de 

los organelos ácidos. El ajuste dio como resultado una notable correlación entre el pHa CE50 (R2 = 

0.96) (figura 18A) y la [Ca2+]i CE50 (R2 = 0.96) (figura 18B) con el producto pKa*LogP. Posteriormente, 
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estimamos si existe la correlación lineal entre el pHa CE50 y la [Ca2+]i CE50. El ajuste dio como 

resultado una clara correlación lineal (R2 = 0.99) entre ambos valores de CE50 (figura 18C). 

Nuestros resultados muestran que la liberación del Ca2+ acrosomal se correlaciona con el 

aumento del pHa estimulado por los agentes lisosomotrópicos. Estos hallazgos, junto con nuestro 

informe anterior (Chávez et al., 2018), demuestran que la capacidad de los agentes 

lisosomotrópicos para aumentar el pHa y liberar el Ca2+ acrosomal está relacionada con su 

capacidad para inducir la RA. 

 

 
Figura 18. Correlación lineal entre el aumento del pHa y la liberación del Ca2+ acrosomal.  

Evaluamos si existe una correlación entre los valores de CE50 y las propiedades fisicoquímicas de los agentes 

lisosomotrópicos (pKa y LogP). pKa y LogP indican la capacidad del compuesto para penetrar, acumular y protonarse 

dentro de los organelos ácidos. A. Se muestra la correlación lineal de los valores de pHa CE50 (M) vs. los productos de 

pKa y LogP para cada agente lisosomotrópico. B. La relación entre los valores de la [Ca2+]i CE50 (M) frente al producto 

de pKa y LogP para cada base débil anfipática. C. La correlación entre los valores de pHa CE50 frente a los valores de 

[Ca2+]i CE50. La R2 de cada correlación lineal se indica en cada gráfico. 

 

Identificación de los canales de Ca2+ implicados en la liberación del Ca2+ acrosomal 

dependiente del pHa 

En las células somáticas, el Mib y el NNC inducen el incremento de Ca2+ intracelular a través 

de los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R) mediante la activación de la fosfolipasa C, la cual 

produce diacilglicerol e IP3, este último un ligando endógeno de estos canales (Souza-Bomfim et 

al., 2021; Visa et al., 2022). Los IP3R se localizan en el retículo endo/sarcoplásmico, el mayor 

reservorio de Ca2+ en la célula somática (Gambardella et al., 2021). En el espermatozoide de ratón, 

los IP3R se expresan principalmente en el acrosoma y contribuyen a la liberación del Ca2+ 

almacenado en el organelo durante la RA inducida por la zona pelúcida y la tapsigargina (Walensky 

& Snyder 1995; Treviño et al., 1998; Herrick et al., 2005).  

Con el fin de identificar los canales de Ca2+ involucrados en el aumento de la [Ca2+]i 

dependiente del pHa, evaluamos sí los IP3R contribuyen en las señales de Ca2+ estimuladas por los 

inhibidores de CatSper. El GPN no se consideró en estos experimentos ya que induce una liberación 

insignificante de Ca2+ acrosomal. 
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7.8. Los IP3R no contribuyen en la liberación del Ca2+ acrosomal estimulada por los 

inhibidores de CatSper 

Para determinar la contribución de los IP3R, las células cargadas con Fluo-3 se pre-

incubaron (5 min; 37 °C) con los antagonistas permeables a la membrana, Xc (2 M) o 2-APB (100 

M) antes de la adición de los inhibidores de CatSper. El pretratamiento con Xc y su continua 

presencia en el medio de registro no modifico la liberación de Ca2+ acrosomal inducida por el Mib 

(figura 19A) y el NNC (figura 19B). En contraste, el tratamiento con 2-APB redujo significativamente 

el incremento del Ca2+ intracelular inducido por el Mib (71.9 ± 10.3 % de inhibición; figura 19C), 

mientras que la liberación de Ca2+ acrosomal estimulada por el NNC no se vio afectada (figura 19D).  

Estos resultados sugieren que los IP3R no participan en la liberación del Ca2+ acrosomal 

inducida por los inhibidores de CatSper. 

 

 
Figura 19. Los inhibidores de los IP3R afectan diferencialmente la liberación del Ca2+ acrosomal estimulada por el 

Mib y el NNC.  

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con dos antagonistas de los IP3R, Xc 2 M o 2-APB 100 M 

durante 5 min a 37 °C antes de la adición de Mib 30 M o NNC 10 M. A y B. El tratamiento con Xc no afectó las señales 

de Ca2+ inducidas por los inhibidores de CatSper; n=4 ratones independientes. C. El 2-APB redujo significativamente el 

aumento de la [Ca2+]i estimulada por el Mib; n=5 ratones independientes. D. Las señales de Ca2+ inducidas por el NNC 

son insensible al 2-APB; n=5 ratones independientes. Los gráficos de barras expresan el Δ de fluorescencia (ΔF) a los 

300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviación estándar. La significancia estadística 

se determinó mediante la prueba ANOVA de una vía y la prueba post-hoc de Tukey. Los valores p exactos se muestran 

en los gráficos ; ns= no significativo. La flecha indica la adición del compuesto (control o los inhibidores de CatSper) en 

cada uno de los experimentos. 
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El 2-APB (LogP= 3.7; pKa= 9.4) puede acumularse en la vesícula acrosomal ocasionando la 

alteración del pHa. Debido a que fue contrastante que el 2-APB inhibiera solo las señales de Ca2+ 

estimuladas por el Mib, exploramos si el 2-APB (100 M) altera el pHa en espermatozoides cargadas 

con LSG. Además, evaluamos al tNed 19 (100 M) (LogP= 3,9; pKa= 9,2), un antagonista de los 

canales de dos poros 1 (TPC1) usado en experimentos posteriores. Como era de esperarse, los 

inhibidores de CatSper (usados como control positivo) alcalinizan el acrosoma. Por el contrario, el 

2-APB aumentó la fluorescencia de LSG con respecto al control (DMSO), mientras que el tNed 19 

no alteró el pHa (figura 20A). Este resultado muestra que el 2-APB acidifica el acrosoma del 

espermatozoide de ratón. En un experimento paralelo, evaluamos la capacidad del 2-APB y del tNed 

19 para aumentar la [Ca2+]i en células cargadas con Fluo-3. En contraste con los inhibidores de 

CatSper (usados como control positivo), ambos fármacos no aumentaron significativamente los 

niveles del Ca2+ intracelular en el espermatozoide de ratón (figura 20B). 

Como el Mib tiene menor capacidad que el NNC para elevar el pHa y la [Ca2+]i, nuestros 

hallazgos sugieren que el pretratamiento con el 2-APB dificulta la acumulación del Mib en el lumen 

acrosomal, disminuyendo su capacidad para alcalinizar el organelo. Para evaluar esta hipótesis, los 

espermatozoides cargados con LSG se pre-incubaron con 2-APB 100 M (5 min; 37 °C) antes de 

la adición de Mib 30 M. Como era de esperarse, el tratamiento con el 2-APB disminuyó la 

capacidad del Mib para aumentar el pHa (figura 20C). Este resultado muestra que la acidificación 

acrosomal estimulada por el 2-APB reduce la acumulación del Mib en el lumen del organelo. 

En resumen, nuestros hallazgos revelan que los IP3R no contribuyen significativamente en 

el mecanismo de liberación del Ca2+ acrosomal estimulado por los inhibidores de CatSper. 
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Figura 20. El 2-APB acidifica el acrosoma disminuyendo la capacidad del Mib para aumentar el pHa. 

Los espermatozoides cargados con LSG o Fluo-3, se trataron con 2-APB 100 M o tNed 19 100 M en un medio de 

registro con Ca2+ 100 nM. Los inhibidores de CatSper se usaron como control positivo. A. El 2-APB acidifica el acrosoma 

del espermatozoide de ratón; n=5 ratones independientes. B. El 2-APB y el tNed 19 no alteran los niveles del Ca2+ 

intracelular; n=3 ratones independientes. Los espermatozoides cargados con LSG se pre-incubaron con 2-APB 100 M 

durante 5 min a 37 °C antes de la adición del Mib 30 M. C. El tratamiento con 2-APB dificulta la acumulación del Mib en 

el acrosoma del espermatozoide de ratón; n=3 ratones independientes. Los gráficos de barras expresan el Δ de 

fluorescencia (ΔF) a los 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviación estándar. La 

significación estadística se determinó mediante la prueba t-Student. Los valores p exactos se muestran en los gráficos. 

ns, no significativo. Las flechas indican la adición del compuesto en cada uno de los trazos. 

 

7.9. Los canales TPC1 participan en la liberación del Ca2+ acrosomal estimulada por 

los inhibidores de CatSper 

Los canales TPC1 pertenecen a una familia de canales permeables a Ca2+ que se expresan 

principalmente en las vesículas ácidas. En particular, este canal se expresa en los endosomas de 

reciclaje y endosomas tempranos cuyo pHluminal es 5.7-6.9 (Morgan et al., 2022). El TPC1 es 

regulado por el Ca2+ citosólico, el fosfatidilinositol 3,5-bifosfato (unión directa con el canal), el ácido 

nicotínico adenina dinucleótido fosfato (NAADP; unión a una proteína accesoria del canal), el voltaje 

de membrana y el pHluminal del organelo (Cang et al., 2014; Morgan et al., 2022).  
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En el espermatozoide de ratón, se ha reportado que las señales de Ca2+ estimuladas por el 

NAADP, a través de los canales TPC1 localizados en el acrosoma regulan la RA (Arndt et al., 2014). 

A continuación, determinamos la contribución de estos canales en la liberación del Ca2+ acrosomal 

inducida por los inhibidores de CatSper. Las células cargadas con Fluo-3 se pre-incubaron (5 min; 

37 °C) con los antagonistas no competitivos permeables a la membrana, tNed 19 (100 M) y su 

estereoisómero cNed 19 (100 M) antes de la adición del Mib y el NNC. El pretratamiento con tNed 

19 y su continua presencia en el medio de registro redujo significativamente las señales de Ca2+ 

inducidas por el Mib (75.9 ± 6.7 % de inhibición; figura 21A) y el NNC (38.7 ± 7.6 % de inhibición; 

figura 21B). Asimismo, el tratamiento con cNed 19 disminuyó el incremento de [Ca2+]i estimulada por 

el Mib (66.0 ± 13.1 % de inhibición; figura 21C) y el NNC (53,7 ± 14 % inhibición; figura 21D). 

Nuestros resultados muestran que los canales TPC1 contribuyen a la liberación de Ca2+ 

acrosomal inducida por los inhibidores de CatSper. 

 

 
Figura 21. El Ned 19, un antagonista de los canales TPC1 disminuye significativamente la liberación del Ca2+ 

acrosomal estimulada por los inhibidores de CatSper.  

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con dos antagonistas de los canales TPC1, tNed 19 100 M 

o su estereoisómero cNed 19 100 M durante 5 minutos a 37°C antes de la adición del 30 M Mib o 10 M NNC. A y B. 

El tratamiento con tNed 19 disminuye las señales de Ca2+ inducidas por los inhibidores de CatSper; n=5 ratones 

independientes. C y D. El cNed 19 inhibió parcialmente la elevación de [Ca2+]i estimulada por las bases débiles anfipáticas; 

para el Mib: n=5 ratones independientes y para el NNC: n=6 ratones independientes. Los gráficos de barras expresan el 

Δ de fluorescencia (ΔF) a los 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviación estándar. 

La significancia estadística se determinó mediante la prueba ANOVA de una vía y la prueba post-hoc de Tukey. Los 

valores p exactos se muestran en los gráficos. ns, no significativo. Las flechas indican la adición del compuesto (control o 

los inhibidores de CatSper) en cada uno de los trazos. 
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Identificación de los canales de Ca2+ en la membrana plasmática regulados por el Ca2+ 

acrosomal  

La entrada de Ca2+ operada por el vaciamiento de reservorios intracelulares (SOCE, del 

inglés store-operated Ca2+ entry) es una de las vías principales de ingreso de Ca2+ extracelular en 

las células de los mamíferos. En el espermatozoide de ratón, se ha reportado que la liberación del 

Ca2+ acrosomal desencadena por la zona pelúcida y las bases débiles anfipáticas estimula la SOCE  

(O´Toole et al., 2000; Chávez et al., 2018). A continuación, determinamos la contribución de la 

SOCE en el incremento del Ca2+ intracelular inducido por los inhibidores de CatSper e iniciamos la 

identificación de los posibles canales de Ca2+ involucrados en dicha respuesta. Para ello, utilizamos 

antagonistas de los canales de Ca2+ regulados por el vaciamiento de pozas de Ca2+ expresados en 

la membrana plasmática del espermatozoide de ratón y un medio de registro con Ca2+ 1.7 mM. 

Asimismo, consideramos que los flujos de Ca2+ a través de los canales CatSper no contribuyen al 

incremento de la [Ca2+]i inducida por el Mib y el NNC, ya que ambos fármacos inhiben al canal. 

 

7.10. La liberación de Ca2+ acrosomal mediada por los inhibidores de CatSper 

desencadena la SOCE 

Dado que los canales TPC1 participan en el incremento de Ca2+ intracelular inducido por los 

inhibidores de CatSper, determinamos su contribución en la entrada de Ca2+ extracelular. Para ello, 

los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron (5 min; 37 °C) con tNed 19 o cNed 19 

antes de la adición del Mib y el NNC. El incremento de la [Ca2+]i inducido por el Mib disminuyo en 

presencia del tNed 19 (70.3 ± 18.8 % de inhibición; figura 22A) y el cNed 19 (78.9 ± 10.1 % inhibición; 

figura 22C). En contraste, ambos antagonistas no afectaron la respuesta de Ca2+ estimulada por el 

NNC (figura 22B y 22D). En la figura 13, mostramos que el incremento de Ca2+ intracelular inducido 

por el NNC muestra 2 componentes, por lo tanto, este resultado sugiere que el componente que no 

proviene de los canales TPC1 es suficiente para inducir aun la SOCE. 

Nuestros hallazgos muestran que la liberación del Ca2+ acrosomal estimulada por los 

inhibidores de CatSper desencadena la SOCE en el espermatozoide de ratón. 
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Figura 22. La liberación del Ca2+ acrosomal inducida por los inhibidores de CatSper desencadena la SOCE. 

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con dos antagonistas de los canales TPC1, tNed 19 100 M 

o su estereoisómero cNed 19 100 M durante 5 minutos a 37°C antes de la adición de Mib 30 M o NNC 10 M. A y C. 

Los antagonistas de los canales TPC1 reducen significativamente el incremento de la [Ca2+]i estimulada por el Mib; n=5 

ratones independientes. B y D. Las señales de Ca2+ inducidas por el NNC no se vieron afectadas por el tNed 19 y el cNed 

19; para el tNed 19: n=6 ratones independientes y para el cNed 19: n=4 ratones independientes (ver discusión para una 

explicación de esta aparente inconsistencia). Los gráficos de barras expresan el Δ de fluorescencia (ΔF) a los 300 s en 

cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviación estándar. La significancia estadística se 

determinó mediante la prueba ANOVA de una vía y la prueba post-hoc de Tukey. Los valores p exactos se muestran en 

los gráficos; ns=no significativo. Las flechas indican la adición del compuesto (control o los inhibidores de CatSper) en 

cada uno de los trazos. 

 

7.11. Los canales CRAC contribuyen a la SOCE desencadenada por los inhibidores de 

CatSper 

En las células eucariotas, los canales de Ca2+ activados por la liberación de Ca2+ (CRAC) se 

consideran una ruta importante para el influjo de Ca2+ extracelular (Bakowski et al., 2021). Estos 

canales están compuestos por las proteínas de la familia ORAI (1-3) (proteínas formadoras de 

poros) y las moléculas de interacción estromal (1/2) (STIM, del inglés stromal interaction molecules; 

proteínas detectoras de Ca2+) (Bakowski et al., 2021). Previamente, reportamos que las proteínas 

ORAI (1-3) y STIM (1/2) se expresan en el espermatozoide de ratón y se localizan en la cabeza y 

el flagelo de estas células (Darszon et al., 2012). En células somáticas, el Mib induce la captación 

de Ca2+ extracelular mediante la activación de los canales ORAI, o el complejo STIM-ORAI (Bomfim 

et al., 2021; Kádár et al., 2021). Por lo tanto, los canales CRAC podrían contribuir a la SOCE 

estimulada por la liberación de Ca2+ acrosomal inducida por los inhibidores de CatSper. 
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Aunque el 2-APB tiene varios canales de Ca2+ como blanco, los canales CRAC se 

encuentran entre ellos (Zhang et al., 2020; Bakowski et al., 2021). Para determinar la contribución 

de estas entidades moleculares, los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron (5 min; 

37 °C) con 2-APB (50 M o 100 M) antes de la adición de inhibidores de CatSper en un medio de 

registro con Ca2+ 1.7 mM. La concentración más baja de 2-APB inhibió el 66.6 ± 16.6 % de la 

respuesta del Mib (figura 23A) y el 42.8 ± 14.2 % la respuesta del NNC (figura 23B). A mayor 

concentración de 2-APB se disminuyó aún más la amplitud de las señales de Ca2+ desencadenadas 

por el Mib (77.4 ± 15.2 % de inhibición; figura 23C) y el NNC (55.2 ± 12.7 % de inhibición; figura 

18D). 

Nuestros resultados sugieren que los canales CRAC contribuyen a la SOCE estimulada por 

los inhibidores de CatSper. 

 

 

Figura 23. Los tratamientos con 2-APB inhiben parcialmente la entrada de Ca2+ extracelular estimulada por los 

inhibidores de CatSper. 

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con dos concentraciones de 2-APB, 50 M o 100 M durante 

5 minutos a 37°C antes de la adición de Mib 30 M o NNC 10 M. A y B. A 50 M de 2-APB se redujo parcialmente la 

elevación de la [Ca2+]i estimulada por los bloqueadores CatSper; para el Mib: n=6 ratones independientes y para el NNC: 

n=5 ratones independientes. C y D. Las señales de Ca2+ inducidas por los bloqueadores de CatSper se inhibieron aún 

más con 2-APB 100 M; n=4 ratones independientes. Los gráficos de barras expresan el Δ de fluorescencia (ΔF) a los 

300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviación estándar. La significancia estadística 

se determinó mediante la prueba ANOVA de una vía y la prueba post-hoc de Tukey. Los valores p exactos se muestran 

en los gráficos. ns, no significativo. Las flechas indican la adición del compuesto (control o los inhibidores de CatSper) en 

cada uno de los trazos. 
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Para corroborar que los IP3R no se activan durante la alcalinización del acrosoma, 

espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron (5 min; 37 °C) con Xc 2 M antes de la 

adición de los inhibidores de CatSper en un medio de registro con Ca2+ 1.7 mM. El pretratamiento 

con Xc y su continua presencia en el medio de registro no afectó las señales de Ca2+ inducidas por 

el Mib (figura 24A) y el NNC (figura 24B).  

Estos hallazgos, junto con las observaciones en la Figura 19, indican que los IP3R no se 

activan tras la alcalinización de acrosoma inducida por los inhibidores de CatSper. 

 

 
Figura 24. Los IP3R permanecen inactivos durante la alcalinización acrosomal inducida por los inhibidores de 

CatSper.  

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con Xc 2 M durante 5 minutos a 37°C antes de la adición 

de Mib 30 M o NNC 10 M en un medio de registro con Ca2+ 1.7 mM. A y B. El tratamiento con Xc no alteró 

significativamente la respuesta de Mib; n=4 ratones independientes o la respuesta de NNC: n=5 ratones independientes. 

Los gráficos de barras expresan el Δ de fluorescencia (ΔF) a los 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa 

el promedio y la desviación estándar. La significancia estadística se determinó mediante la prueba ANOVA de una vía y 

la prueba post-hoc de Tukey. Los valores p exactos se muestran en los gráficos. ns, no significativo. Las flechas indican 

la adición del compuesto (control o los inhibidores de CatSper) en cada uno de los trazos. 
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Previamente, reportamos que el SKF, un bloqueador no selectivo de los canales CRAC 

(Bakowski et al., 2021), disminuye el incremento en la [Ca2+]i inducida por la Maitotoxina, un potente 

activador de la entrada de Ca2+ extracelular a través de canales catiónicos no selectivos en células 

espermatogénicas de ratón y en espermatozoides de ratón capacitados (Treviño et al. 2006). Para 

corroborar la participación de los canales CRAC, las células cargadas con Fluo-3 se pre-incubaron 

(5 min; 37 °C) con SKF 10 M antes de la adición de los inhibidores de CatSper en un medio normal 

de registro con Ca2+ 1.7 mM.  Para nuestra sorpresa, la incubación con SKF produjo el aumento 

sostenido de la [Ca2+]i (trazo gris y barra, figura 25A). A pesar de esto, nuestros resultados muestran 

que las señales de Ca2+ inducidas por los inhibidores de CatSper se redujeron en los 

espermatozoides tratados con SKF; ya que no se observó un efecto aditivo al cuantificar la magnitud 

de la respuesta del SKF más el incremento generado por las bases débiles anfipáticas (figura 25A 

y 25B). 

En resumen, nuestros resultados muestran que la liberación del Ca2+ acrosomal inducida por 

los inhibidores de CatSper estimula la entrada de Ca2+ extracelular en parte a través de los canales 

CRAC. 

 
Figura 25. El SKF reduce la entrada de Ca2+ extracelular estimulada por los inhibidores de CatSper. 

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se pre-incubaron con SKF 10 M durante 5 minutos a 37 °C antes de adicionar 

Mib 30 M o NNC 10 M. A. El tratamiento con SKF reduce significativamente el aumento de la [Ca2+]i inducido por el 

Mib; n=5 ratones independientes. El trazo y la barra de color gris muestra el aumento de Ca2+ intracelular estimulado 

durante la incubación con SKF. B. Las señales de Ca2+ inducidos por NNC se reducen en presencia del SKF, pero no de 

manera significativa; n=4 ratones independientes. Los gráficos de barras expresan el Δ de fluorescencia (ΔF) a los 300 s 

en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviación estándar. La significación estadística se 

determinó mediante la prueba t-Student. Los valores p exactos se muestran en los gráficos. ns, no significativo. Las flechas 

indican la adición del compuesto (control o los inhibidores de CatSper) en cada uno de los trazos. 
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Caracterización de los efectos del SKF en el espermatozoide de ratón 

El SKF (pKa= 6.5; LogP= 3.9) es un derivado del imidazol que inhibe la entrada de Ca2+ 

extracelular bloqueando directamente los canales de Ca2+ o afectando las reservas intracelulares 

de Ca2+ en las células no excitables (Bakowski et al., 2021). Al realizar los controles de la incubación 

con SKF (figura 25, trazo gris y barra), nos sorprendió observar un aumento en la [Ca2+]i. Por lo 

tanto, caracterizamos el efecto de SKF sobre el [Ca2+]i y pHa en el espermatozoide de ratón. 

 

7.12. El SKF aumenta la [Ca2+]i de manera dependiente de la concentración e induce la 

alcalinización acrosomal 

Primero, exploramos la dependencia de la concentración del SKF para aumentar la [Ca2+]i 

en células cargadas con Fluo-3. En la figura 26A se muestra cómo el tratamiento con SKF 10 M 

eleva el Ca2+ intracelular en el espermatozoide de ratón. El incremento de Ca2+ intracelular se 

observó como un aumento en la fluorescencia del Fluo-3, el cual fue dependiente de la 

concentración (figura 26B). El SKF estimuló el incremento de la [Ca2+]i cuando se usó por encima 

de 2 M, con un máximo incremento de la [Ca2+]i a 20 M y una CE50 igual a 1.0 ± 0.7 M (figura 

26C). Debido a estas observaciones, evaluamos la capacidad del SKF para elevar el pHa usando 

espermatozoides cargados con LSG. Con base en nuestros resultados, decidimos usar SKF 10 M 

y NNC 10 M como control positivo para aumentar el pHa. El SKF alcalinizó el acrosoma de los 

espermatozoides de ratón, aunque con una cinética significativamente más lenta que el NNC (figura 

26D). Si el SKF opera con un mecanismo similar al del NNC, la diferencia entre este compuesto y 

el inhibidor de CatSper para alcalinizar el acrosoma debería reflejarse en su capacidad para 

aumentar el [Ca2+]i. Sin embargo, el SKF aumentó la [Ca2+]i más rápido y con una mayor amplitud 

que el NNC (figura 26E), lo que indica que hay diferentes mecanismos involucrados. 

Nuestros hallazgos muestran que el SKF puede aumentar la [Ca2+]i de manera dependiente 

de la concentración y alcalinizar el acrosoma del espermatozoide de ratón a través de un 

mecanismo distinto al de las bases débiles anfipáticas. 
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Figura 26. El SKF aumenta los niveles Ca2+ intracelular de manera dependiente de la concentración y alcaliniza el 

pHa en el espermatozoide de ratón. 

Los espermatozoides cargados con Fluo-3 se trataron con el SKF a diferentes concentraciones utilizando un medio de 

registro con Ca2+ 1.7 mM. A. Muestra imágenes de epifluorescencia representativas en donde se observa que el SKF (10 

M) indujo el incremento de la [Ca2+]i. B. Trazos representativos que muestran el incremento de la fluorescencia del Fluo-

3 indicando que el SKF (0-20 M) produce un incremento del Ca2+ intracelular. C. La curva concentración-efecto del SKF; 

n=4 ratones independientes. D. En células cargadas con LSG, SKF 10 M induce la alcalinización del acrosoma; n=4 

ratones independientes. E. Los espermatozoides cargados con Fluo-3 respondieron más rápido a SKF 10 M y con una 

mayor amplitud de la señal de Ca2+ en comparación con el NNC; n=3 ratones independientes. Los gráficos de barras 

expresan el Δ de fluorescencia (ΔF) a los 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la 

desviación estándar. La significación estadística se determinó mediante la prueba ANOVA de una vía y la prueba post-

hoc de Dunnett o Tukey. Para panel C (prueba post-hoc de Dunnett): nsp0.05 *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; 

****p<0.0001. Para los paneles D y E (prueba post-hoc de Tukey): los valores de p exactos se muestran en los gráficos. 

ns, no significativo. Las flechas indican la adición del compuesto (control o los inhibidores de CatSper) en cada uno de los 

trazos. 

 

7.13. El derivado de imidazol, SKF incrementa el [Ca2+]i intracelular sin alterar el pHa 

en un medio con Ca2+ 100 nM 

Para determinar la fuente de las señales de Ca2+ inducidas por el SKF, evaluamos el efecto 

de este compuesto en un medio de registro con Ca2+ 100 nM. Primero, evaluamos la capacidad de 

aumentar el pHa en espermatozoides cargados con LSG en esta condición. El NNC se utilizó como 

control positivo. Como se esperaba, el NNC induce la alcalinización del acrosoma. Sin embargo, el 

pHa se vio solo ligeramente afectado por el SKF (figura 27A). Este resultado sugiere que el 

mecanismo del aumento del pHa estimulado por este compuesto implica la entrada de Ca2+ 

extracelular. Finalmente, evaluamos la capacidad del SKF para movilizar el Ca2+ de las reservas 

intracelulares en células cargadas con Fluo-3. Una vez más, el bloqueador CatSper, NNC se utilizó 

como control positivo. El NNC induce el incremento de la [Ca2+]i como ya se ha demostrado. 
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Sorprendentemente, la señal de Ca2+ inducida por SKF fue significativamente mayor que la del NNC 

y mostró dos componentes, un aumento rápido durante los primeros segundos seguido de uno más 

lento (figura 27B). 

En resumen, nuestros hallazgos sugieren que el Ca2+ de los reservorios intracelulares tiene 

una contribución más importante que el Ca2+ que provienen del medio extracelular en el aumento 

de la [Ca2+]i estimulado por el SKF en el espermatozoide de ratón.  

 

 

Figura 27. En un medio con bajo contenido de Ca2+ (100 nM), el SKF incrementa el [Ca2+]i sin alterar el pHa. 

A. En experimentos realizados en un medio con Ca2+ 100 nM, SKF 10 M incremento débilmente el pHa de las células 

cargadas con LSG, mientras que NNC 10 M mostró el típico cambio considerable de pHa; n=5 ratones independientes. 

B. Los espermatozoides cargados con Fluo-3 tratados con SKF 10 M mostraron un aumento de la [Ca2+]i más rápido y 

significativamente mayor que el NNC; n=3 ratones independientes. Los gráficos de barras expresan el Δ de fluorescencia 

(ΔF) a los 300 s en cada uno de los trazos. Cada barra representa el promedio y la desviación estándar. La significancia 

estadística se determinó mediante la prueba ANOVA de una vía y la prueba post-hoc de Tukey. Los valores p exactos se 

muestran en los gráficos; ns= no significativo. Las flechas indican la adición del compuesto (control o los inhibidores de 

CatSper) en cada uno de los trazos. 
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8. DISCUSIÓN  
 

El Ca2+ intracelular es un segundo mensajero universal que regula diversas respuestas 

biológicas desde la fecundación hasta la muerte celular (Clapham 2007; Luan & wang 2021). Para 

una exitosa fecundación, los espermatozoides deben de llevar a cabo la RA, un proceso exocitótico 

dependiente de Ca2+ (Yanagimachi 2022). En los mamíferos, un requisito previo para la RA es la 

alcalinización del pHa durante la capacitación (Nakanishi et al., 2001; Carrasquel-Martínez et al., 

2022). El incremento fisiológico o artificial del pHa induce la liberación del Ca2+ acrosomal y estimula 

la entrada de Ca2+ extracelular desencadenando la RA (O´Toole et al., 2000; Nakanishi et al., 2001; 

Chávez et al., 2018). No obstante, desconocemos cómo un aumento del pHa origina las señales de 

Ca2+ que promueven la RA. En este estudio, nuestro objetivo fue establecer la relación entre la 

alcalinización del acrosoma y la liberación del Ca2+ almacenado, e identificar los canales de Ca2+ 

involucrados utilizando bases débiles anfipáticas y espermatozoides de ratón no capacitados como 

modelo. 

 

8.1. El pHa regula la liberación del Ca2+ acrosomal 

Para establecer la correlación entre el aumento del pHa y la liberación de Ca2+ almacenado 

en el acrosoma, primero determinamos la dependencia de la concentración de los inhibidores de 

CatSper para alcalinizar este organelo utilizando la sonda fluorescente acidotrópica LysoSensor 

Green (LSG). Nuestros resultados muestran que el Mib y el NNC aumentan el pHa de manera dosis-

dependiente. Además, la curva dosis-respuesta del NNC mostró dos componentes para elevar el 

pHa (Figura 7). Esta observación es consistente con los resultados previos de la RA inducida por 

este compuesto en espermatozoides de ratón (Chávez et al., 2018). En el espermatozoide de 

humano, los inhibidores de CatSper incrementan la [Ca2+]i de manera dosis-dependiente (Strünker 

et al., 2011). A continuación, determinamos la dependencia de la concentración de estos 

compuestos para liberar el Ca2+ de los reservorios intracelulares utilizando la sonda fluorescente 

sensible a Ca2+, Fluo-3. Nuestros hallazgos muestran que los inhibidores de CatSper aumentan la 

[Ca2+]i de manera dosis-dependiente en el rango de concentraciones reportado previamente en las 

células de humano. Como se observó en los experimentos de pHa, las señales de Ca2+ inducidas 

por el NNC también mostraron dos componentes. Estos resultados demuestran que los inhibidores 

de CatSper inducen la alcalinización del acrosoma, el aumento del [Ca2+]i y la RA de manera dosis-

dependiente, lo que sugiere una relación entre estos parámetros. 

En el espermatozoide de ratón, la vesícula acrosomal es el principal almacén de Ca2+ 

intracelular y su liberación puede desencadenar significativamente la RA (Walensky & Snyder 1995; 

Treviño et al., 1998; O´Toole et al., 2000; Herrick et al., 2005). Por lo tanto, corroboramos la 

liberación del Ca2+ acrosomal inducida por los inhibidores de CatSper usando la sonda fluorescente 

Fluo-5N, un reportero de baja afinidad por el Ca2+. Nuestros resultados muestran que el Mib y el 

NNC inducen la liberación del Ca2+ acrosomal mostrando dos cinéticas, una lenta (80 % de las 
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células que responden) y otra rápida (20 % de las células que responden). Estos experimentos 

también indicaron que la integridad de la membrana acrosomal no se ve afectada por estos 

compuestos dentro de los primeros 5 min del registro.  

Las bases débiles anfipáticas pueden inducir cambios osmóticos que podrían estimular la 

liberación del Ca2+ almacenado en los reservorios ácidos de Ca2+ (Barral et al., 2022; Hu et al., 

2022). Sin embargo, hasta el momento no hay evidencia de que los inhibidores de CatSper puedan 

inducir estrés osmótico en el acrosoma del espermatozoide de ratón o activar canales 

mecanosensibles acrosomales. Para determinar la contribución del componente osmótico en la 

liberación del Ca2+ acrosomal, caracterizamos los efectos del GPN sobre el acrosoma del 

espermatozoide de ratón. El GPN, es un agente lisosomotrópico que difunde libremente en los 

organelos ácidos donde las proteasas lisosomales lo hidrolizan, lo que da como resultado un 

aumento drástico de la osmolaridad luminal (Berg et al., 1994; Hu et al., 2022). En el espermatozoide 

de humano, este compuesto induce la alcalinización acrosomal a 100 M (Sánchez-Tusie et al., 

2014). Nuestros resultados muestran que el GPN induce el aumento del pHa y de la [Ca2+]i de 

manera dosis-dependiente, como se ha reportado en otros tipos de células (Morgan et al., 2019). 

Sin embargo, este compuesto mostró una baja capacidad para inducir la liberación del Ca2+ 

acrosomal y desencadenar la RA, probablemente este resultado se debe a sus propiedades 

fisicoquímicas. No obstante, los tres agentes lisosomotrópicos (Mib, NNC y GPN) aumentan el pHa 

y la [Ca2+]i de manera dosis-dependiente, lo que sugiere que estas variables están correlacionadas. 

Anteriormente, demostramos que la RA inducida por una base débil anfipática depende de 

su capacidad para permear la membrana (determinada por LogP) y su capacidad de aumentar el 

pHa (determinado por pKa) (Chávez et al., 2018). A continuación, establecimos la correlación entre 

la capacidad de estos compuestos para aumentar el pHa y liberar el Ca2+ acrosomal con sus 

propiedades fisicoquímicas. Nuestro análisis mostró que estas variables están linealmente 

correlacionadas. A pesar de que el GPN tiene un componente osmótico adicional, se ajustó a la 

correlación lineal entre el pHa CE50 y el [Ca2+]i CE50 de los inhibidores de CatSper. Por lo tanto, 

proponemos que el efecto osmótico no contribuye significativamente a la regulación de los flujos de 

Ca2+ en el acrosoma del espermatozoide de ratón, demostrando que el pHa puede regular la salida 

los canales de Ca2+ expresados en este organelo ácido. 

 

8.2. La liberación del Ca2+ acrosomal dependiente del pHa es a través de los canales 

TPC1 

Los IP3R están altamente expresados en el acrosoma de los espermatozoides de ratón y se 

ha sugerido que regulan la liberación del Ca2+ acrosomal durante la RA (Walensky & Snyder 1995; 

Treviño et al., 1998; O´Toole et al., 2000; Herrick et al., 2005). Además, hallazgos recientes 

muestran que tanto el Mib como el NNC liberan el Ca2+ de los reservorios intracelulares a través de 

los IP3R en diferentes tipos de células (Souza-Bomfim et al., 2021; Visa et al., 2022). Primero 

determinamos la contribución de estos canales de Ca2+ utilizando dos antagonistas, la Xc y el 2-
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APB. El tratamiento con la Xc no afectó la liberación del Ca2+ acrosomal estimulada por el Mib y el 

NNC. Este resultado es consistente con observaciones previas en el espermatozoide de humano, 

donde las señales de Ca2+ inducidas por el NNC no están asociadas con la liberación de Ca2+ a 

través de los IP3R (Morris 2014). Sin embargo, la pre-incubación con el 2-APB inhibió 

significativamente solo el eflujo de Ca2+ acrosomal estimulado por Mib. Esta aparente contradicción 

se deriva del hecho de que el 2-APB es capaz de acidificar el acrosoma de los espermatozoides de 

ratón sin alterar los niveles del [Ca2+]i. Este último resultado es consistente con previos reportes en 

el espermatozoide de humano (Lefiévre et al., 2012). Como el NNC es significativamente más 

potente para elevar el pHa que Mib, la acidificación de la vesícula acrosomal causada por el 2-APB 

no afecta su capacidad para elevar el pHa, pero si disminuye la de Mib, lo que reduce su capacidad 

para liberar Ca2+ acrosomal. Por lo tanto, nuestras observaciones con los antagonistas de los IP3R 

son consistentes con la escasa participación de estos canales de Ca2+ en el eflujo del Ca2+ 

acrosomal regulado por aumento de pHa. 

La familia de los canales TPC abarca tres miembros, pero solo dos (proteína 1 y 2) están 

presentes en primates y roedores, donde están confinados a la membrana de los organelos ácidos 

(Freeman et al., 2023). TPC1 es un canal catiónico no selectivo regulado por el pHluminal 

(Rybalchenko et al., 2012; Cang et al., 2014). Estas proteínas y su activador, el segundo mensajero 

NAADP (ácido nicotínico adenina dinucleótido fosfato), están involucrados en la movilización de 

Ca2+ de los reservorios intracelulares y la RA en los espermatozoides de humanos y de ratón 

(Sánchez-Tusie et al., 2014; Arndt et al., 2014). Por lo tanto, evaluamos la contribución de TPC1 

usando su antagonista, el tNed 19 y su estereoisómero cNed 19. En nuestras condiciones, tNed 19 

no alteró el pHa ni la [Ca2+]i. El tratamiento con los bloqueadores de los canales TPC disminuyó 

significativamente las señales de Ca2+ inducidas por el Mib y el NNC, aunque esta última con menos 

fuerza. Este resultado es nuevamente consistente con la posibilidad de que las señales de Ca2+ 

estimuladas por el NNC involucran un segundo componente que se estudiará en el futuro. Así, 

nuestras observaciones muestran que los canales TPC1 contribuyen a la liberación de Ca2+ 

acrosomal inducida por la elevación del pHa. 

Nuestros hallazgos en general sugieren que, además de los canales TPC1, existe al menos 

otra entidad molecular que responde al aumento de pHa. La familia de los Receptores de Potencial 

Transitorio Mucolipinas comprende tres canales catiónicos no selectivos, todos expresados en los 

organelos ácidos (TRPML 1-3) (Freeman et al., 2023). Se ha reportado que los canales TRPML3 

se activan a valores de pH más alcalinos, lo que resulta en una elevación de la [Ca2+]i (Krogsaeter 

et al., 2022). Anteriormente, propusimos que los canales TRP participan en la fisiología del 

espermatozoide (revisado en Darszon et al., 2012). En este contexto, son necesarios más estudios 

para evaluar la contribución de estos canales en la movilidad del Ca2+ acrosomal.  
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8.3. La liberación del Ca2+ acrosomal dependiente del pHa estimula la entrada de Ca2+ 

extracelular a través de los canales CRAC 

En las células eucariotas, la vía SOCE es un mecanismo común para la entrada de Ca2+ 

desencadenada por el vaciamiento de los reservorios de Ca2+ intracelulares. Los canales CRAC se 

consideran la ruta principal para la entrada de Ca2+ en este tipo de respuesta.  

Primero, corroboramos que la liberación del Ca2+ acrosomal a través de los canales TPC1 

desencadena la SOCE. Los fármacos antagonistas de los canales TPC redujeron significativamente 

las señales de Ca2+ inducidas por el Mib. Sin embargo, el incremento de la [Ca2+]i inducido por el 

NNC no se afectó por los tratamientos. La liberación de Ca2+ acrosomal inducida por el NNC tiene 

al menos dos componentes, los canales TPC1 y otro componente. Este último, es capaz de activar 

la SOCE posiblemente a través de un mecanismo distinto en las células. No obstante, nuestros 

hallazgos muestran que la liberación del Ca2+ acrosomal dependiente del pHa estimula la SOCE en 

el espermatozoide de ratón. 

Para corroborar la contribución de los canales CRAC en la SOCE estimulada por la liberación 

del Ca2+ acrosomal dependiente de pHa, evaluamos dos antagonistas de los canales CRAC, el 2-

APB y el SKF. Vale la pena señalar que el 2-APB tiene muchos blancos en la membrana plasmática, 

incluido el complejo STIM-ORAI, el propio canal ORAI y la familia de canales de TRP (Tian et al., 

2016; Zhang et al., 2020; Shawer et al., 2021). Si bien el 2-APB disminuyó las señales de Ca2+ 

inducidas por los inhibidores de CatSper, este compuesto inhibió la respuesta del Mib de manera 

más eficiente que la del NNC (Figura 18). Como mencionamos, el segundo componente de la 

liberación de Ca2+ acrosomal inducido por el NNC puede desencadenar la SOCE por una vía no 

sensible a 2-APB. En el espermatozoide de humano, el 2-APB induce un aumento de la [Ca2+]i en 

un medio con una concentración normal de Ca2+ (Lefiévre et al., 2012). Aquí, mostramos que este 

inhibidor no eleva la [Ca2+]i por sí mismo en el espermatozoide de ratón. En experimentos paralelos, 

también corroboramos que los IP3R no se activan durante la alcalinización del acrosoma. Nuestros 

resultados demuestran que estos canales de Ca2+ no participan en la liberación del Ca2+ acrosomal 

dependiente del pHa. Por lo tanto, nuestros hallazgos sugieren la participación de los canales CRAC 

en la entrada de Ca2+ desencadenada por la liberación de Ca2+ acrosomal. 

El SKF es un bloqueador no selectivo de los canales CRAC (Bakowski et al., 2021). A pesar 

de esto, en el espermatozoide de humano, este compuesto aumenta la [Ca2+]i y libera el Ca2+ de los 

reservorios intracelulares (Morris 2014). Aquí, mostramos que el SKF aumentó la [Ca2+]i 

independientemente del hecho de que bloquea a los canales. Debido a que no observamos un 

efecto aditivo de las señales de Ca2+ inducidas por los inhibidores de CatSper en presencia del SKF, 

nuestros resultados son consistentes con el efecto antagonista del SKF sobre los canales CRAC, 

como previamente reportamos (Treviño et al. 2006). Por lo tanto, la liberación del Ca2+ acrosomal 

dependiente del pHa induce la entrada de Ca2+ extracelular por la vía SOCE en parte a través de los 

canales CRAC. 
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8.4. El SKF altera el pHa y la [Ca2+]i por un mecanismo desconocido en el 

espermatozoide de ratón 

Habiendo encontrado que el SKF aumenta la [Ca2+]i en el espermatozoide suspendido en un 

medio con concentraciones normales de Ca2+, determinamos la dependencia de la dosis para alterar 

los niveles de la [Ca2+]i y su capacidad para incrementar el pHa. En ambas condiciones de Ca2+ 

extracelular (1.7 mM y 100 nM), las señales de Ca2+ inducidas por SKF fueron significativamente 

mayores que las desencadenadas por NNC. Este compuesto aumentó el pHa en un medio de 

registro con 1.7 mM de Ca2+, pero no significativamente a una baja concentración externa de Ca2+. 

Por lo anterior, se necesitan más estudios para saber cómo el SKF eleva la [Ca2+]i y pHa en el 

espermatozoide de mamífero. 

 

8.5. Modelo de trabajo propuesto 

En resumen, nuestros hallazgos subrayan la importancia de la regulación del pHa para la 

salida del Ca2+ acrosomal y la entrada del Ca2+ extracelular durante la RA en el espermatozoide de 

ratón (figura 28). 

 
Figura 28. Modelo de trabajo propuesto de las vías de señalización de Ca2+ durante la alcalinización acrosomal 

en el espermatozoide de ratón. 

Las bases débiles anfipáticas como los inhibidores de CatSper (B) difunden a través de la membrana plasmática del 

espermatozoide desde una región de alta concentración a una de baja concentración (1). Estos compuestos se acumulan 

y protonan (BH+) en el lumen del acrosoma (2), causando la alcalinización del pHa (3). El incremento del pHa desestabiliza 

la matriz acrosomal y desencadena la liberación del Ca2+ acrosomal a través de los canales TPC1 (4). A su vez, el 

vaciamiento del acrosoma estimula la entrada de Ca2+ extracelular a través de los canales de Ca2+ activados por la 

liberación de Ca2+ (5). En condiciones fisiológicas, este mecanismo puede contribuir a los aumentos de la [Ca2+]i 

necesarios para la RA. 

Abreviatura: pH extracelular (pHe), pH intracelular (pHi), pH acrosomal (pHa), concentración de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i), concentración 

de Ca2+ acrosomal ([Ca2+]a), H+-ATPasas de tipo vacuolar (V-ATPasas), Ca2+-ATPasas Sarco/Retículo endoplásmico (SERCA), 

Receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R), Receptores de rianodina (RyR), Canales de dos poros 1 (TPC1), Proteínas de Moléculas 

de Interacción Estromal (STIM1/2) , Canales de Potencial Receptor Transitorio (TRP), Proteínas de la familia Orai (Orai1/2). 
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9. CONCLUSIONES 
 

Nuestro trabajo muestra que el aumento del pHa originado por las bases débiles anfipáticas, 

como los inhibidores de CatSper usados aquí, induce la liberación del Ca2+ acrosomal sin 

comprometer la integridad de la membrana acrosomal dentro de los primeros 5 min de incubación. 

Usando el conocido agente lisosomotrópico GPN, encontramos que el componente osmótico que 

presenta, además del aumento de pHa que provoca, no contribuye significativamente a la liberación 

del Ca2+ acrosomal. Además, determinamos que existe una relación entre el aumento de pHa y la 

liberación de Ca2+ almacenado. Con estos resultados demostramos que el pHa regula los flujos de 

Ca2+ en este organelo. 

Nuestras exploraciones con los fármacos antagonistas muestran que los canales TPC1 se 

activan durante la alcalinización del acrosoma. También, encontramos que la liberación del Ca2+ 

acrosomal asociada con el aumento del pHa estimula la vía SOCE en parte a través de los canales 

CRAC. Para nuestra sorpresa, aunque el SKF bloquea los canales CRAC, este compuesto es capaz 

de incrementar la [Ca2+]i y el pHa en un medio con una concentración normal de Ca2+ (1.7 mM). 

Además, documentamos que este compuesto libera el Ca2+ de los reservorios intracelulares con 

mayor potencia que el NNC sin alterar el pHa en un medio con bajo Ca2+. Desentrañar el mecanismo 

de SKF involucrado en la elevación de la [Ca2+]i en el espermatozoide de ratón requiere más trabajo. 
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