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Resumen

El principal objetivo de esta revision fue el estudio de los mecanismos que regulan la movilidad
espermatica en peces de agua dulce, dada su importancia en el desarrollo de biotecnologias para la
conservacion de sus gametos, los cuales una vez producidos en el testiculo, se capacitan en el conducto
espermdtico donde permanecen inmoviles por factores como el balance ionico, la osmolaridad, el pH
o algunas proteinas. En el momento de la liberacion de los espermatozoides al medio acuoso, estos son
activados por un periodo de tiempo muy corto. En teledsteos de agua dulce, el choque hiposmo’tico
mduce cambios de potencial de membrana que conducen a la regulacion de canales ionicos de K y de
Ca” , seguida por un flujo ionico que desencadena la cascada de activacion. Muchas investigaciones
se han enfocado en el estudio de la osmolaridad, el balance ionico, el pH y factores dependientes de
AMPc y Cd’ 5 asociados con la activacion de la movilidad espermadtica. De esta forma, los mecanismos
fisiologicos de la activacion han ganado interés para comprender los procesos por los cuales el
espermatozoide adquiere la hipermovilidad para alcanzar el oocito y penetrar el micrépilo antes del
cierre del mismo.

Palabras clave: balance ionico, choque hiposmotico, movilidad, osmolaridad, potencial de
membrana.

Introduccion

Los espermatozoides de peces cuando son liberados
al agua cuentan con un breve periodo de activacion
(limitado a pocos segundos en varias especies)
expresada en movilidad y velocidad de desplazamiento
progresivo para lograr la fertilizacion. Al contrario de
lo que sucede en mamiferos, los espermatozoides de
teledsteos no poseen acrosoma, ya que entran a traves
de un orificio de la ova del llamado micropilo (1,11).
Al ser liberadas las ovas en el agua, éstas se hidratan

y cierran su micrépilo, por lo cual los espermatozoides
liberados durante la espermiacion deben activarse y
moverse en el agua para lograr la fertilizacion antes
de este periodo. Es posible que estos mecanismos se
hayan dado evolutivamente debido al corto periodo de
competencia para la fertilizacion (4), de alli la
importancia de comprender los procesos fisiologicos
de la activacion del espermatozoide en los peces (véase
Figura 1).



150
| Produccion espermatica |
I
| Pasaje de espermatozoides a través de ducto espermatico principal |
Ambente
Testicular

| Inhibicién espermatica a nivel de plasma seminal |

| Isosmolaridad | | pH |

Proteina Mr=120000 | | Concentraciones altas de K*
I

| Liberacion al medio acuoso |

Medio
Ambiente
Acuoso

| Choque hiposmético |——|——| Baja concentracion de K* extracelular |

| Estiramiento de membrana y dilucién de iones a nivel extracelular |
[

| Apertura de canales iénicos de activacién mecanica |

| & Cambio en balance idnico

| Diferencia de potencial de membrana |
| € salidade k-

| Hiperpolarizacion transitoria de membrana |

| Activacion de canales Ca?* dependientes de voltaje |

| Entrada de Ca?* extracelular al espermatozoide y aumento del pHi |

| Sefializacion celular Ca?* dependientes y AMPc Independientes |

Inicio de la Motilidad
|

| Otros factores de activacion |

Hipermotilidad

Figura 1. Dindmica de los mecanismos de inhibicion y activacion
espermatica en peces de agua dulce.

El conocimiento de los mecanismos que regulan
la movilidad esperméatica en teledsteos, y
particularmente, las rutas de senalizacion
intracelular que la activan o inactivan, es importante
para desarrollar biotécnologias apropiadas en el
mantenimiento y conservacion de germoplasma (22,
27). Por lo tanto, se recomienda realizar estudios
que permitan avanzar en las técnicas para regular
el potencial de movilidad, con el fin de ser usadas
en el mejoramiento de la fertilizacion artificial.

Asi mismo, conociendo los gametos desde el
punto de vista bioldgico, fisioldgico y metabolico,
se pueden desarrollar tecnologias como la
crioconservacion, fertilizacion in vitro,
conservacion de embriones, androgénesis y
ginogénesis (2,12) acordes con las estrategias
reproductivas de las especies (20). De esta forma
la conclusion de algunos estudios sobre biodiversidad
proponen colectar y preservar los gametos de las
diferentes especies, aun cuando no estén
perfeccionadas las tecnologias enfocadas a
repoblamiento, investigacion o produccion comercial
de las mismas.
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Generalidades del espermatozoide
Gametogénesis

En teledsteos se pueden observar dos tipos de
espermatogénesis: una de tipo cistico en la cual el
proceso se lleva a cabo completamente dentro de
lobulos, y una de tipo semicistico (1), en la cual el
desarrollo ocurre parcialmente fuera del lobulo, como
en moncholo (Hopplias malabaricus) (11).

Dentro de los testiculos de Characidos
(espermatogénesis de tipo semicistico) (1) se pueden
identificar: espermatogonias, espermatocitos,
espermatides y espermatozoides (véase Figura 2).
Durante la espermatocitogénesis, la espermatogonia
se divide consecutivamente, reduce el diametro del
nucleo y culmina con la formacion de células haploides
llamadas espermatides, las cuales son liberadas a la
luz de los tubulos seminiferos donde se lleva a cabo la
espermiogénesis originando los espermatozoides (1).

Espermatozoides en la |
luz del I6bulo

Espermatides

Cistos

Células
intersticiales

Espermatocito |  Espermatocito Il Espermatogonias

Figura 2. Corte histoldgico de testiculo de Brycon henni (Pisces
Characidae), mostrando un ejemplo de espermatogénesis de tipo
semicistico. Cortesia de Montoya et al, 2005.Grupo Reproduccién
Fisiologia y Biotecnologia Universidad de Antioquia

Pieza media

Flagelo

Figura 3. Espermatozoide de Brycon henni (Pisces Characidae)
X 100. Mostrando la estructura tipica de los teledsteos. Cortesia
de Mira et al, 2005.Grupo Reproduccién Fisiologia y Biotecnologia
Universidad de Antioquia
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El espermatocisto es la unidad espermatogénica de
los peces (1) y consiste de un grupo de células
germinales en el mismo estadio de desarrollo (11)
circundadas por prolongaciones citoplasmaticas de una
0 mas células de Sertoli que forman la pared (1,11)
(véase Figura 2).

Las células de Sertoli, ademas de sus funciones
de compartimentalizacion y secrecion, actuan
como barrera que impide el contacto entre las
células germinales y el sistema vascular; ademas,
fagocitan residuos de espermatozoides. Las células
intersticiales o de Leydig, producen esteroides
necesarios para la espermatogénesis y expresion
de caracteristicas sexuales secundarias, estas
células estan presentes en nimero variable durante
el ciclo reproductivo, mas abundantes al inicio de
la maduracién y disminuyen gradualmente su
numero durante la maduraciéon avanzada y la
espermiacion (1).

En las espermatides, el citoplasma esta
simétricamente distribuido alrededor del nticleo, el cual
tiene un didmetro de 2-8 micras y cromatina difusa
(11). EI complejo centriolar en estas células, esta
ubicado cerca del nucleo y se ancla a la membrana
plasmatica formando el flagelo. El sistema de
endomembranas esta bien desarrollado, incluyendo el
aparato de Golgi, reticulo endoplasmico y algunas
vesiculas. Las mitocondrias se hallan cerca del
segmento inicial del axonema, y hay vesiculas
distribuidas a través de la pieza media. El flagelo esta
rodeado por la membrana flagelar y tiene un aro
membranoso. (11)

Al final de la espermiogénesis, el citoplasma residual
es eliminado. Los procesos citoplasmaticos de las
células de Sertoli se alejan, liberando los
espermatozoides dentro del lumen de los tubulos
seminiferos (11)

Morfologia

El espermatozoide de los peces con fertilizacion
externa, tiene una estructura simple de tipo
primitivo (1) (véase Figura 3), la cabeza mide entre
2-4 micras y es casi esférica con un collar que
forma la pieza media donde se encuentran los
centriolos y entre 2-9 mitocondrias, el flagelo por
lo general esta constituido por el axonema en
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arreglo de nueve pares de microtubulos periféricos
y un par central, sin embargo, algunos grupos
taxonémicos como los angiliformes y elopiformes
presentan solamente los nueve pares periféricos.
El flagelo de algunos peces mide entre 20 y 100
mm y su membrana plasmatica forma una especie
de aleta en el plano horizontal confiriéndole una
forma acintada (4), es posible que esta estructura
se haya formado evolutivamente para favorecer
el movimiento del espermatozoide bajo ciertas
condiciones acuosas. El flagelo de espermatozoides
del grupo Otophysi (Cypriniformes, Characiformes,
Siluriformes y Gymnotiformes) caracterizado por
poseer aparato de Weber, no muestra proyecciones
laterales (11).

Los espermatozoides de peces se han clasificado
en aquaespermatozoides y en introespermatozoides,
segtin su modo de fertilizacion externo o interno. Los
Cipriniformes, Characiformes y Siluriformes tienen
el tipo aquaespermatozoides (11). Lo anterior sugiere
que se han desarrollado adaptaciones evolutivas de
las diferentes especies para favorecer la fertilizacion
bajo condiciones diferentes, aunque hacen falta
investigaciones enfocadas al respecto para
esclarecerlo.

Membrana espermatica

La membrana plasmatica juega un papel
fundamental en la respuesta del espermatozoide al
entorno, las caracteristicas propias de la membrana
del espermatozoide le confieren la capacidad dinamica
para regular diferentes actividades celulares y rutas
de sefalizacion que pueden conducir entre otros a la
activacion de la movilidad espermatica. Es por ésto
que la integridad de la membrana es un requerimiento
absoluto para las funciones que cumple,
consecuentemente su pérdida resultard en muerte
celular (22).

La composicion y organizacion lateral de la
membrana plasmatica regula la afinidad por factores
de adhesion, controla la permeabilidad de solutos
hidrofilicos y dirige eventos de fusion y sefializacion
celular (10). Las propiedades de la membrana estan
dadas por la proporcion lipidica: 70% de fosfolipidos;
25% de lipidos neutros (especialmente colesterol) y
5% glicolipidos (7, 25) y por su organizacion asimétrica
en los diferentes dominios de membrana que le dan
una fluidez especial (10).
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Los estudios reportados sobre la disposicion de los
fosfolipidos entre las dos capas de la membrana
plasmatica muestran que la esfingomielina y la
fosfatidilcolina son los principales componentes de la
capa externa, mientras que los aminoesfingolipidos,
fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina son los
principales componentes en la cara citoplasmatica. Esta
asimetria transmembranal resulta de la actividad de
translocacion de los aminofosfolipidos, dependiente de
hidrolisis de ATP citoplasmatico, los cuales transportan
moléculas de fosfatidilserina y fosfatidiletalonamina
desde la capa externa a la capa interna (25).

Mecanismos de capacitacion, inhibicion y
activacion de la movilidad

Capacitacion

Aunque el mecanismo no se conoce
completamente, las investigaciones desarrolladas hasta
el momento sugieren que los espermatozoides maduran
y adquieren capacidad de activacion durante el pasaje
através del conducto espermatico cuyo fluido (plasma
seminal) es de pH basico y rico en bicarbonato (HCO,)
(24). El movimiento transmembranal del HCO,
probablemente favorecido por antiportes Na*/H"™ seria
el responsable del aumento del pH intracelular (pHi)
y también podria regular el metabolismo de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), ya que en los
espermatozoides la adenilato ciclasa es estimulada
directamente por este anion (27, 28).

La adquisicién de la capacitacion se comprobo al
analizar espermatozoides de ayu (Plecoglossus
altivelis) provenientes directamente de tejido testicular,
donde los valores de pH y HCO,™ son menores que en
el conducto espermatico y al tratar de inducir activacion
no se logré (26), lo cual conduce a pensar que las
células epiteliales del conducto espermatico ejercen el
control sobre la capacidad de adquirir movilidad del
espermatozoide, posiblemente regulando el pH del
semen por secreciones acido / bases (16).

El balance i6nico también juega un papel en la
adquisicion de la capacidad para la activacion de la
movilidad y esta relacionado con los cambios en las
concentraciones extracelulares de K*, Na', HCO,,
y/o iones hidrogeno (27). De lo anterior se observa
que estos mecanismos aln se encuentran lejos de ser
dilucidados completamente y se destaca la necesidad
de investigacion con el fin de poder tomar estas células
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espermaticas como modelos de células inducibles por
factores fisicoquimicos.

Inhibicion de la activacion a nivel testicular

Los espermatozoides de los peces son inmoviles
en el testiculo (25), y en muchas especies también en
el plasma seminal. Los espermatozoides adquieren
progresivamente el potencial de movilidad a través de
su pasaje por el conducto espermadtico, permaneciendo
inmoviles hasta ser liberados al medio acuoso donde
diferentes factores interactian para desencadenar una
respuesta que produce la activacion de la movilidad.
Los espermatozoides de los peces al ser liberados al
medio ambiente acuoso, deben responder a condiciones
fisicoquimicas como: cambios en la presion osmotica,
balance i6nico y pH (4).

Una vez terminada la espermatogénesis, los
espermatozoides son liberados al conducto espermatico
y son bafiados por un fluido testicular donde
permanecen inmoviles y con un metabolismo bajo, las
mitocondrias se encuentran con bajo potencial de
membrana con el fin de preservar las pocas reservas
energéticas, y disminuir la formacion de compuestos
de oxidacion endogenos que pondrian en riesgo la
integridad de membranas o compuestos citoplasmicos.
Esta fase quiescente puede ser de diferente duracion
debido a la actividad sexual estacionaria de los peces,
y termina cuando el semen es liberado en un medio
externo donde el espermatozoide adquiere metabolismo
activo y por consiguiente la movilidad (13).

Los factores de inhibicion de la movilidad en los
conductos espermaticos en peces de agua dulce son:
la osmolaridad en ciprinidos (18, 21), la presion
osmotica, concentraciéon de K, concentracion de
sucrosa, y pH del plasma seminal menor a 7.0 en
salmonidos (3, 6, 22) y una proteina con una tasa de
migracion (Migration rate) Mr = 120.000 especifica
del plasma seminal en algunos ciclidos (3, 22). Estos
mecanismos se han venido clarificando cada vez mas
debido a su importancia en la reproduccion de peces y
muestran la diversidad adaptativa de las especies ante
condiciones cambiantes, es probable que estos no sean
los tnicos factores involucrados, sin embargo, la falta
de investigacion en mas grupos taxonémicos no permite
elaborar conclusiones al respecto.

Los factores que suprimen la movilidad son
neutralizados en el momento de la espermiacion por
las condiciones del medio ambiente, asi, los iones K*
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en el plasma seminal de salmoénidos o esturiones
inhiben la movilidad espermatica; este efecto inhibitorio
se supera cuando el semen se diluye en el medio
acuoso (4).

En otras especies soluciones fisiologicas
electroliticas que contienen K* incluso a
concentraciones altas, no inhiben la movilidad; ya que
ocurren interacciones con otros componentes del
medio externo como Na', Ca* y Mg?* (4). Se cree
que hay antagonismo entre la concentracion de Ca?'y
K", y es asi, como en espermatozoides de carpa, las
concentraciones altas de K* extracelular (mas de 30
mM) y un pH extracelular menor de 7.5 inhiben la
movilidad espermatica; no obstante, son reversadas
por la adicion de Ca?* (13). Ademas de esto, el plasma
seminal contiene componentes de bajo peso molecular
no identificados, que pueden inhibir la captacidn del
calcio por lo espermatozoides, lo cual constituye un
mecanismo de inhibicion (7), sugiriendo que la
interaccion entre los diferentes componentes del medio
es importante en la activacidén de este evento
fisioldgico.

La tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) carece
de conducto espermatico principal, y como sus
espermatozoides son moviles una vez producidos, ni el
K* ni la osmolaridad suprimen su movilidad en el
testiculo, lo que la inhibe es una proteina de Mr =
120.000, presente en el plasma seminal, que hace parte
del factor de inmovilizacion del espermatozoide. Esta
proteina secretada por las células de Sertoli se localiza
en la cabeza del espermatozoide y en el plasma seminal
formando polimeros que producen un ambiente
altamente viscoso que impide la movilidad (24).

Para otras especies como algunos esturiones
(Acipenser sp.) y salmonidos como la trucha (Salmo
trutta), los ambientes con alta tension de CO,
(hipercapnia), desestabilizan el balance 6xido-reductor
produciendo acidosis metabdlica y disrupcion en la
funcion respiratoria de la mitocondria; lo cual a su vez
inhibe la adquisicion de la capacidad de movilidad en
los espermatozoides dentro de los conductos
espermaticos (16). Este es también el mecanismo que
se cree actia para inhibir la movilidad de los
espermatozoides del pez escorpion (Cottus
hangiongensis), ya que estos son moviles in vitro en
el plasma seminal aun cuando no son liberados en un
medio acuso, el factor de inhibicion de la movilidad en
los conductos espermaticos, seria también la alta tension
de CO, (27).
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Activacion

En el momento de la espermiacion, el semen es
diluido en el agua desencadenandose una serie de
eventos que conducen a la activacion (4,22) mediada
por factores como: choque hiposmotico (18), balance
i6nico (23), pH (27), oxido nitrico (14), AMPc (28),
radicales libres (28) y calmodulina (19).

Choque hiposmotico. La movilidad espermatica
en peces de agua dulce y en peces marinos es
parcialmente controlada por la presion osmotica (21).
En dulceacuicolas, el agua tiene una baja osmolaridad
en comparacion con el plasma seminal, asi, ocurre un
choque hiposmético que genera la senal inicial para
los eventos que conducen a la activacion (4), y que en
la mayoria de peces de agua dulce tiene un rango de
duracion entre 30-40 segundos (23).

El choque hiposmotico produce una respuesta
celular, resultando en la activacion de la movilidad
flagelar de las células espermaticas y también en un
incremento del pH intracelular (23) alterado por el
incremento o disminucion de la concentracion ionica
interna. El flujo transmembranal de agua se da mas
rapidamente en espermatozoides de trucha y rodaballo
(Psetta maxima) gracias a la estructura en aleta de la
membrana flagelar (4) que en espermatozoides con
flagelo cilindrico como es el caso del tetra de lomo
rojo (Brycon affinis) (1), en el primer caso, el
plegamiento de esta membrana sobre el flagelo
aplanado le provee al espermatozoide una superficie
de contacto mayor, y asi, permite la movilizacion de
agua rapidamente (influjo en dulceacuicolas o eflujo
en peces marinos) y facilita la adaptacion del volumen
intracelular (4).

Laintegridad de la membrana es especie especifica
y necesaria para que haya una permeabilidad
diferencial de agua, iones y compuestos en solucion
(5), pero aun se desconoce la sefalizacidon
transmembranal que induce la iniciacion de la movilidad
por la presion osmotica (19). El principal efecto del
choque hiposmético en la cascada de la iniciacion de
la activacion de la movilidad del espermatozoide es
inducir una inmediata hiperpolarizacion de la membrana
(4) lo cual conlleva a un desarrollo progresivo de la
activacion de la movilidad.

Este mecanismo es variable entre diferentes grupos
taxonomicos dependiendo de las adaptaciones
evolutivas al medio en el cual viven, incluso, se pueden
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encontrar diferencias en el umbral de osmolaridad que
induce la iniciacién de la movilidad entre células
espermaticas individuales en el eyaculado de un mismo
espécimen (27), lo que permite pensar que este es un
proceso versatil que favorece la reproduccion de los
peces en condiciones ambientales variables donde el
rango dependera de las variaciones adaptativas entre
e intra especies.

En el pez remo (Polyodon spathula) donde la
actividad esta inhibida por altas tensiones de CO,, la
osmolaridad del fluido seminal también puede influir
en la velocidad de avance del espermatozoide (21),
aunque se desconoce cual es exactamente la relacion
entre los dos eventos.

Soluciones hipotonicas median la iniciacidn de la
movilidad en espermatozoides de peces de agua dulce
tales como la carpa comun (Cyprinus carpio), el
pez dorado (Carassius auratus), la carpa de aleta
roja (Tribolodum hakonensis) (4) y el pez remo
(Polyodon spathula) (21). El rango optimo se
encuentra entre 100 y 200 miliosmoles (mOsm), por
debajo de este rango se activan, pero la duracion de
la movilidad es menor; esto sugiere que la fuerza de
batido podria ser mas importante que la duracion de
lamovilidad (4). Los espermatozoides se activan atin
a 0 mOsm, sin embargo en medios por debajo de 75
mOsm se producen dafos estructurales de
membrana (23) morfolégicamente reversibles cuando
la osmolaridad es corregida (4, 23). Esto se comprobo
en espermatozoides de pez zebra (Brachydanio
rerio) realizando reactivacion repetidas veces,
sometiéndolos a diferentes osmolaridades por
intervalos breves de tiempo (4, 27). Cuando el
choque es prolongado se modifica la permeabilidad
de la membrana y la organizacion de la bicapa
lipidica, terminando en ruptura de la misma y muerte
celular (19).

Medios hipotonicos, isotonicos y en cierto grado
hipertonicos, a base de manitol, sucrosa o glucosa, de
osmolaridad variada, inducen movilidad en algunos
salmonidos. La osmolaridad entre 100 y 200 mOsm
produce periodos mas largos de movilidad, mientras
que ésta declina en osmolaridades extremas de 0 ¢
300 mOsm. Atn a osmolaridades de 450 mOsm se da
un breve periodo de movilidad, sugiriendo que el choque
hiposmético no es el tnico factor de activacion (4).

La activacion de la movilidad en carpa, es
dependiente de los cambios de osmolaridad del medio
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que los rodea. Estos espermatozoides son quiescentes
en un medio isosmotico al plasma seminal no importando
su composicion, y totalmente activados en un medio
diluyente donde la osmolaridad sea menor o igual a 150
mOsm (13); en medios hiposmdticos con cualquier
composicion idnica se dispara la activacion al provocar
un estiramiento de las células, lo que desencadena la
movilidad por apertura de canales ionicos (4).

Hay evidencia de al menos dos clases de activadores
osmoticos (switch) para la iniciacion de la movilidad;
un activador reacciona en respuesta a la presion
osmotica por encima de 300 mOsm, con un umbral
diferente para cada célula; el otro activador comun para
todas las células espermaticas, reacciona en respuesta a
la presion osmética por debajo de 200 mOsm (27).

Asi, se ha encontrado que el choque hiposmético
es el primer factor relacionado con la activacion de la
movilidad en los peces de agua dulce, los resultados
contradictorios entre algunas especies sugieren que
éste no es el unico factor de regulacion y que existen
otros factores que actian en conjunto con el choque
hiposmético.

Potencial de membrana. El potencial
transmembranal juega un papel importante en las
sefales de transduccion y diferenciacion en muchas
células, ya que los cambios ocurren pocos segundos
después de la unidon de un ligando a un receptor
apropiado, y estos median una respuesta fisiologica y
metabdlica subsecuente en las células involucradas (9);
al suftir el choque hiposmotico se hiperpolariza la
membrana espermatica y genera una reaccion traducida
en activacion. La hiperpolarizacion de la membrana se
puede producir a partir del choque hiposmotico o la
combinacion de éste con otros factores ambientales como
pH y balance i6nico (3), e incluso el factor de activacion
del huevo producido por la hembra (4).

La medida absoluta del potencial de membrana
puede ser estimada en escala de milivoltios (mV) por
medio de fluorescencia en citometria de flujo, tal como
fue descrito por Miklos Emri (9), o por métodos electro-
fisiologicos como lo describid Zoltan Krasznai (17).

En la carpa, los espermatozoides inmoviles tienen
un potencial de membrana bajo, debido a que la carga
es mayor en el plasma seminal (82.4 mM de K*) que a
nivel intracelular (60.5 mM de K*). En la iniciacion de
la movilidad inducida por osmolaridad, disminuye la
presion osmotica extracelular y la concentracion de
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K*; resultando en una hiperpolarizacion transitoria de
la membrana (19).

La activacion no sdlo esta relacionada con la
hiperpolarizacion transitoria de la membrana sino
también, con la formacién de complejos
supramoleculares que influyen en la modificacion de
la fluidez lateral, despliegue enzimatico y activacion
de canales i6nicos (22). Asi, el cambio de potencial de
membrana generado por el choque hiposmético es el
segundo factor involucrado con la activacion de los
espermatozoides y puede desencadenar respuestas
celulares que discutiremos a continuacion.

Canales ionicos. Segun el mecanismo de
activacion se han identificado varios tipos de canales
i6nicos, siendo los mas estudiados en el espermatozoide,
los activados mecanicamente y los dependientes de
voltaje.

Los canales activados mecanicamente, son
altamente sensibles a la tension de membrana, lo cual
modifica la conformacion de algunas proteinas
membranales (4) permitiendo el intercambio de iones
con el medio extracelular, lo que produce un cambio
en el potencial de membrana, activando los canales
dependientes de voltaje. De esta forma, el Ca*" ingresa
al espermatozoide, y participa en la regulacion del inicio
de la activacion (19); desencadenando la transduccion
de sefiales y actuando como enzima efectora a través
de la adenilato ciclasa, la cual regula el metabolismo
del AMPc (28).

El espermatozoide de carpa (Cyprinus carpio),
cuenta con un numero limitado de canales de K",
por lo cual la apertura o cierre de un solo canal implica
la hiperpolarizacion o despolarizacion transitoria local
de la membrana plasmatica, lo cual resulta en un
influjo de Ca** que conduce a la activacion de la
movilidad flagelar, de esta forma el incremento de
Ca?" intracelular en dos tercios en los primeros
segundos constituye una sefial para la iniciacion de
la movilidad espermatica (19). Sin embargo el
mecanismo exacto de sefializacion, atin no esta bien
definido.

Ensayos en carpa mostraron, que los inhibidores
de canales de Na*y los inhibidores de canales anidnicos
no afectaron la movilidad; pero el bloqueador de
canales de K* (4-aminopiridina) la disminuye o suprime
de forma reversible y dependiendo de la dosis y el
tiempo de incubacion (18), sugiriendo que el ingreso
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de K* es un evento necesario corriente arriba, en la
cascada de sefializacion mediada por Ca?'.

Asi pues, los bloqueadores de Ca** (verapamilo) y
K" (4 aminopiridina) bloquean completamente el
aumento de Ca?' intracelular y la movilidad
espermatica, sin embargo, la movilidad se recupera si
los bloqueadores son removidos por lavado (19).

Se sabe de la participacion de otros canales i6nicos
en el proceso de activacion espermatica en peces
teledsteos, no obstante, su importancia atiin no es clara,
es asi como en estudios conducidos por Teréz Marian
et al (23), se concluy6 que los intercambiadores de
Na'/H* son inactivos bajo condiciones fisiologicas de
305 mOsm (23) por lo cual su efecto en la activacion
de la movilidad, esta por aclararse.

La cascada de eventos que conduce a la activacion
de la motilidad es compleja e involucra el cambio en el
balance i6nico dado por la regulacion de canales e
intercambiadores. Harian falta nuevas investigaciones,
para comprender mejor la complejidad de la
membrana, de los canales y de los eventos que en
conjunto los regulan.

Balance ionico. Los iones mas ampliamente
estudiados en la activacion de la movilidad de los peces
de agua dulce son el K* y el Ca*". Se ha observado,
que a partir de la osmolaridad, el cambio en el balance
ionico es el que desencadena la movilidad de los
espermatozoides (4).

El mecanismo de regulacién idnica esta dado por la
interaccion entre osmolaridad, potencial de membrana
y canales i6nicos, asi como, por el CO, disuelto en
equilibrio con el NaHCO,” que también contribuyen a
la concentracion idnica y a la osmolaridad (4).

Los iones K* inhiben la activacion de los
espermatozoides a baja concentracion; 0.01 mM en
esturiones (4) y 0.5 mM en pez remo (Polyodon
spathula) (21). De acuerdo a ésto, se ha reportado
que la inhibicién de la accion del K" es regulada
principalmente por iones Ca?*, posiblemente debido al
flujo simultaneo de Ca?>" y K* (4); la salida de K*
favorece la apertura de canales de Ca*", y el ingreso
del mismo hacia el interior; el Ca®" que ingresa, favorece
la liberacion de Ca*" intracelular almacenado y modifica
el pHi (pH intracelular) produciéndose la primera sefial
Ca*" dependiente y AMPc independiente para el inicio
de lamovilidad (19).
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El modelo de activacion de la movilidad en los
espermatozoides, al menos para carpa es como sigue:
los espermatozoides se encuentran en el semen en un
ambiente isosmatico donde la concentracion de K* es
mayor en el exterior que en el interior de la célula; una
vez los espermatozoides son liberados, se enfrentan a
un choque hiposmotico donde la concentracion de K*
extracelular es disminuida; esto activa los canales de
K" y ocurre un eflujo que polariza la membrana
transitoriamente, posteriormente, la membrana se
despolariza activando los canales de Ca?', lo que lleva
a un cambio del balance idnico (19) desencadenando
una cascada de eventos que involucran la sefializacion
de membrana, seguida por la fosforilacion de proteinas
dependiente de AMPc (4); sin embargo en la trucha,
otros iones divalentes como Cs*" Sr** y Ba**, también
indujeron la movilidad del espermatozoide de forma
similar al Ca®" (4), mostrando que el mecanismo es
complejo e involucra diferentes factores que actuan
en conjunto y no de forma aislada para lograr la
activacion.

Algunos estudios reportan interaccion entre Ca*' y
K", ya que al adicionar pequenas cantidades de Ca*" a
soluciones de K* que no activaban espermatozoides
de truchas, se induce la movilidad (4). Este mismo
efecto se observo en espermatozoides de pez remo
(Polyodon spathula), en el cual el movimiento no esta
influenciado por la presion osmética, pero si, por el
control reciproco de las concentraciones de Ca? y K*
(21). Por otra parte, en espermatozoides de trucha,
los iones Na*y Mg?*; también participan en el proceso
de activacion, reduciendo la accion inhibitoria de los
iones K* (3).

Debido a que el influjo de Ca?* es prerrequisito para
la activacion de espermatozoides, en algunos teledsteos
la iniciacion de la movilidad no puede ser producida en
soluciones hipoosmoticas libres de Ca?* (19), contrario
a esto el espermatozoide de carpa no es sensible al
Ca?" externo; y la movilidad puede darse atn cuando
se bloquean los canales de Ca?', sin embargo,
espermatozoides desmembranados no pueden activarse
con ATP en ausencia total de Ca?', pero recuperan su
actividad si el Ca*" es adicionado (4) evidenciando la
funcién de este ion en el proceso de activacion.

Asi, el Ca?" es efector de la movilidad espermatica
en esturiones, tilapia, rébalo, pez remo y roncacho
(Micropogonias undulatus), pero en siluridos,
rodaballos, lenguados y anguilas, su funcion no parece
ser importante para este proceso (4), sugiriendo que
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hay mecanismos atn no descubiertos independientes
de Ca?" que pueden iniciar la movilidad espermatica.

PH. El pH extracelular es otro de los factores que
controlaria los parametros de movilidad, y sus valores
oOptimos son necesarios pero no suficientes para las
condiciones de activacion espermatica (23),
alteraciones del pH interno (un posible segundo
mensajero celular) interfieren con la movilidad en
diferentes especies (4). Por lo tanto, la modificacion
del pH intracelular por accion del Ca®" y otros
componentes parecen ser necesarios en el proceso
de activacion.

La proporcion de movilidad espermatica disminuye
abruptamente hasta 0% cuando el pHi o extracelular
se aproxima a valores de 5.4 y/o 5.0 respectivamente
(23). El cambio de pHi depende en gran parte del flujo
de iones a través de la membrana, y se cree que genera
un medio adecuado para la interaccion de diferentes
compuestos involucrados con la activacion (28), la
inhibicién de canales de K* afecta la movilidad pero
no el cambio de pHi, en contraste, los inhibidores de
canales de Na™ no afectan la movilidad manteniendo
constante el pHi, lo cual sugiere que el pHi no juega
un papel esencial en la activacion de la movilidad (18).
Teréz Marian et al (23), encontraron que la activacion
esta acompanada por una rapida alcalinizacion de las
células espermaticas (23), relacionada con la apertura
de canales de Ca*" y entrada del mismo al citoplasma.
Ademas, el pH no se alterd con el uso de bloqueadores
de canales de Na* (amiloride), sugiriendo que el
intercambiador de Na'/H" si juega un papel en el
proceso de activacion (23), por otra parte, al usar
bloqueadores de canales de K*' como la 4-
aminopiridina la medida de amplitud y la cinética del
cambio de pH interno fue igual que en la ausencia de
este inhibidor (18), quedando sin respuesta clara la
pregunta acerca del papel del pH en la regulacion de
la activacion.

Algunos estudios han reportado que el pH
extracelular por debajo de 5.5 inhibe completamente
la movilidad espermatica; pero el pH alcalino
extracelular no alter6 la duracion de la movilidad
(6,9). En trucha arco iris (Oncorhynchus mikiss)
la activacion de la movilidad ocurre cuando el pH
del medio de incubacidn se aumenta por encima de
ocho (27). La movilidad flagelar depende también
del pH intracelular en un rango de 6.5 - 8.5, por
encima o debajo de este rango, se reduce
significativamente (23).
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La regulacion del pH intracelular; incluye el
intercambio de Na'/H" y K*/H" a nivel de la membrana
plasmatica y el cotransporte de NaCl y HCO,, y
ATPasas e H"; por lo tanto, el tnico factor aparente
de regulacion del pHi parece ser el potencial de
membrana plasmatica el cual en si mismo es
dependiente en parte del pHe y del mismo pHi, por lo
cual el pHi es dependiente del pH extracelular (13) de
esta forma, los efectos del pH sobre la movilidad
espermatica son parcialmente reversibles (23) siempre y
cuando no se comprometa la permeabilidad de membrana.
Lo anterior muestra nuevamente la complejidad de los
eventos que actiian de forma orquestada en la regulacion
del inicio de la activacion de la movilidad.

La temperatura del medio es un factor que altera
diversas caracteristicas en el semen; en un estudio
realizado por Emri ef a/ (8) tomando carpas adaptadas
al frio y al clima medio, encontraron que el pH del
plasma seminal de los animales adaptados al frio fue
de 8.6 siendo mayor al pH del plasma seminal de los
animales del clima medio el cual tuvo un valor de 8.3;
la concentracion de Na" en plasma seminal de los
animales adaptados al frio (83mM) fue mas alta,
comparado con la de los adaptados al clima medio
(63mM); la concentracion de K* en los de clima frio
fue mas baja (64mM) comparandola con los de clima
medio (87mM); sin embargo la fraccion motil y la
duracion de la movilidad de ambos fue idéntica; sugiriendo
que los espermatozoides de estos peces se adaptan a
diferentes rangos en los parametros del medio (8).

Lamedida del pH intracelular puede llevarse a cado
mediante resonancia magnética nuclear, por la prueba
de fluorescencia 9 amino-acridina y también por la
distribucion de radiacion en pruebas radioactivas (13).

Teréz Marian et al (23) sugieren que el pH
intracelular no tiene un papel regulatorio primario sobre
la induccion de la movilidad espermatica, no obstante
se ha visto que juega algun papel en el proceso de
activacion de los espermatozoides, al igual que otros
parametros menos conocidos, por lo cual es
conveniente que se desarrollen nuevos estudios
integrando la mayor cantidad de factores para tratar
de comprender en conjunto larelacion y funcion de ellos
en este evento, el cual es de importancia para el desarrollo
de tecnologias que permitan la reproduccion de especies
en cautiverio bajo diferentes condiciones ambientales.

Otros factores de activacion de movilidad. En
algunas especies se han estudiado otros factores de

157

activacion de la movilidad, por ejemplo, la movilidad
de los espermatozoides de salmon es aumentada por
el fluido ovarico, el cual es liberado con los huevos, la
duracion de la movilidad en estas condiciones es hasta
el doble de la encontrada en ausencia del mismo.
Algunos factores promotores de movilidad
encontrados en el fluido ovarico incluyen: astaxantina,
beta carotenos o sustancias inespecificas de bajo peso
molecular (4).

También se sabe de otras sustancias bioldgicas que
aumentan la movilidad y representan parte integral del
proceso de fertilizacion, en los peces viviparos, la
movilidad se aumenta por la presencia de un azlcar
reducible; ademas, en algunos peces como en el
arenque (Clupea harengus) ocurre atraccion del
espermatozoide por sustancias extracelulares presentes
en la region micropilar, las cuales son llamadas factor
promotor de la movilidad, y son un componente menor
del corion del huevo (4).

La temperatura del medio de igual forma afecta el
periodo de movilidad, es asi como bajas temperaturas
resultan en prolongados periodos de duracion de la
movilidad, pero con una reducida velocidad (4).

El AMPc juega un papel importante en la activacion
de espermatozoides en algunas especies, se ha
observado que en espermatozoides de trucha tanto las
concentraciones intracelulares de AMPc como las de
Ca*®" aumentan después de la activacion (4); sin
embargo en espermatozoides de carpa la concentracion
de iones de Ca?" aumentd después de la activacion,
pero los niveles de AMPc no cambiaron, y los
inhibidores de proteinas-kinasas no afectaron la
movilidad, sugiriendo que no es necesario un sistema
dependiente de AMPc para la regulacién de la
movilidad espermatica en carpa (4,19).

Las prostaglandinas y hormonas esteroideas que
alteran los niveles de AMPc en otros tejidos pueden
influenciar la movilidad en el plasma seminal afectando
los niveles de AMPc espermaticos y la actividad de la
adenilato-ciclasa (7).

El AMPc y su subsecuente cascada de
fosforilacion de proteinas en el proceso de la movilidad
de los espermatozoides parece estar restringido solo a
salmonidos (4). Asi, la forma de regulacion del
metabolismo del AMPc puede estar relacionada con
el cambio en el flujo de los iones Ca*" y HCO,", ya que
ambos son capaces de estimular la actividad de la



158

adenilato-ciclasa (AC) en los espermatozoides, pero
los mecanismos de como se produce esta activacion
se desconocen (28).

El hecho de que en algunos peces como el guppy
(Poecilia reticulata), los espermatozoides sean
liberados en grupos (espermatozeuma), y la movilidad
se inicie espontaneamente con la disociacion de la
espermatozeuma, evidencia que ni el balance i6nico,
ni la osmolaridad tienen efecto sobre el inicio de la
movilidad en esta especie, lo cual sugiere la existencia
de otros mecanismos de inhibicién y activacion
espermatica aun desconocidos (4).

Se hace evidente que son muchos los factores
involucrados en la regulacion de la activacion de la
movilidad en los peces de agua dulce, sin embargo,
sea cual sea el mecanismo particular de cada especie,
el proposito final de la cascada de sefializacion, sera
activar la maquinaria celular necesaria para mover el
flagelo he impulsar al espermatozoide hacia delante
en su camino hacia el huevo.

Actividad flagelar

Lamovilidad es uno de los mayores indicadores de
funcionalidad; en ella estan involucrados el flagelo, el
complejo axonema y la maquinaria energética
(mitocondrias) ubicadas en forma helicoidal en la pieza
media (5).

Entre los peces con fertilizacion externa, las
caracteristicas de comportamiento de la movilidad
del flagelo son muy similares en muchos aspectos,
con excepcion del espermatozoide de anguila el cual
puede nadar por largos periodos de tiempo, con un
patron de onda diferente, moviéndose en forma de
rollo (3).

Se ha observado un efecto de la osmolaridad sobre
el axonema mediante la desmembranacion y
reactivacion del espermatozoide de carpa; en
soluciones idnicas que solamente contenian Mg*" y
ATP, se mantuvo la movilidad hasta una osmolaridad
de 550 mOsm mientras que los espermatozoides con
membrana perdieron movilidad desde los 250 mOsm
(4). La desmembranacion se obtiene por la aplicacion
de un medio detergente no i6nico (Como Triton-
X100) y la reactivacion es reiniciada por la adicion
de ATP-Mg?*, al sustrato de dineina ATPasa del
flagelo (21).

Rev Col Cienc Pec Vol. 18:2, 2005

Cambios drasticos en el ambiente osmético al cual
se enfrenta el espermatozoide al diluirse el plasma
seminal, puede afectar el transporte de ATP hacia la
parte distal del flagelo; disminuyendo la amplitud de la
onda (3). La forma de la onda del flagelo puede ser
afectada por la concentracion idnica, osmolaridad y
CO, (4).

Los mecanismos moleculares por los cuales se inicia
la movilidad no estan totalmente explicados (23); se
relacionan usualmente el ATP, como proveedor de
energia, AMPc como mensajero y factores ambientales
no determinados que activan el sistema ATP Mg?* (4)
sin embargo es claro que, la energia (ATP) requerida
para la movilidad es producida por las mitocondrias en
la pieza media (3); ademas, el mantenimiento de dicha
energia también se ha relacionado con la concentracion
y el radio de iones en el fluido seminal (21).

Los factores mejor caracterizados para la
sefalizacion de la cascada en la regulacion de la
movilidad espermatica son el AMPc y el Ca*', asi, la
fosforilacion de las proteinas del axonema dependientes
de AMPc, regulan la movilidad del espermatozoide en
salmoénidos. El Ca?* posiblemente actiia como cofactor
de proteinas-kinasas o de fosfatasas importantes para
la movilidad. Los movimientos flagelares en células
eucaridticas son causados por el deslizamiento activo
de los brazos externos de dineina de los pares de
microtibulos externos del axonema (15). Cada par de
microtubulos periféricos del axonema tiene un tibulo
Ay un tubulo B, el A lleva dos brazos de dineinas
(ATPasas) los cuales se disponen formando rutas a lo
largo del microtubulo. Bajo hidrdlisis de ATP, estos
brazos de dineina interactiian con la tubulina del tubulo
B causando un deslizamiento (4, 7), que conduce al
plegamiento flagelar y la propagacion de la onda en
conjunto con otras estructuras del axonema como el
par central y los radios (15); durante el movimiento, la
tubulina espermatica se encuentra fosforilada de una
manera AMPc dependiente y esto se correlaciona con
un incremento en la movilidad espermatica (7). Lo
anterior podria explicar en parte algunas de las rutas
de senalizacion planteadas previamente, las cuales
involucran al Ca* corriente arriba y al AMPc corriente
abajo.

Sin embargo, se ha visto que en salmoénidos existen
otros mecanismos regulatorios para la movilidad
espermatica: uno, dependiente de la fosforilacion de
una proteina con una banda de 15 kDa por una
tirosina-kinasa en la parte basal del flagelo y el
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segundo dependiente de la fosforilacién de una
proteina con una banda de 22 kDa por una proteina
kinasa dependiente de AMPc a lo largo del flagelo
del espermatozoide; los proteosomas pueden jugar
un papel clave en la activaciéon de estas
fosforilaciones ya que su actividad es regulada por
proteinas kinasas y por Ca*' cuando se inicia la
movilidad del espermatozoide. La red enzimatica
integral responsable de la activacion del deslizamiento
de los microtibulos esta constituida por el
proteosoma, las proteinas kinasas dependientes de
AMPc y los brazos externos de dineina; se sabe
ademas por microscopia inmunoelectronica que los
proteososmas estan ubicados cerca de los brazos
externos de dineina (15) apoyando asi esta hipotesis.

El principal papel del AMPc en el espermatozoide
es mediar la fosforilacién de proteinas esenciales
para iniciar o mantener la movilidad. En el
espermatozoide de mamiferos el ATP es convertido
a AMPc por una adenilciclasa dependiente de Ca**
que puede ser controlada parcialmente por la
calmodulina; multiples genes que codifican
calmodulina son expresados durante Ila
espermatogénesis (7). Es posible que la fosforilacion
de la proteina con una banda de 22 Kda pueda estar
relacionada estrechamente con los rapidos cambios
en la movilidad como es la transicion del estado
inmovil al estado mévil en el primer segundo cuando
los espermatozoides son liberados al medio (15).

Conclusiones

Lareproduccion de teledsteos particularmente de
salmonidos y ciprinidos, ha sido estudiada por largo
tiempo debido a su interés econdémico; las dos
especies tienen fertilizacién externa y su
espermiacioén ocurre en agua dulce, siendo la
activacion de la movilidad espermatica dependiente
de factores externos diferentes en ambos grupos: en
salmonidos los iones externos H, K*, Ca*', y en
ciprinidos, la presion osmotica (13). Sin embargo, los
mecanismos moleculares involucrados en la
activacion espermatica no son bien conocidos (23).

Se ha planteado un mecanismo general de
activacioén espermatica en el cual el choque
hiposmotico y el pH extracelular actiian sobre la
movilidad de los espermatozoides mediante su efecto
sobre el potencial transmembranal; cuando el pH
extracelular es bajo, la membrana plasmatica se
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despolariza, al igual que cuando las concentraciones
externas de K* estan elevadas (4,13). Por otra parte,
durante la movilidad espermatica, ocurre un
incremento en las concentraciones internas de Ca*"
debido a la apertura de los canales del mismo
dependientes de voltaje o un desplazamiento de Ca**
desde la membrana o desde reservas internas; asi,
los efectos inhibitorios del pH extracelular y el K*
pueden ser sorteados por la adicién de iones
divalentes al medio externo que median un efecto
sobre la carga de superficie de la membrana
plasmatica y también sobre su potencial electro
quimico. Estos cambios del potencial de membrana
y el Ca*" interno al momento de la dilucion son
también acompafiados por: aumento en el AMPc,
fosforilacion de una proteina de membrana del5 kDa
(13) y aumento del pHi (4). E1 AMPc estimula la
actividad dineina-ATPasa y causa el movimiento del
axonema (13).

El movimiento flagelar es entonces el resultado
final de una compleja red de interacciones y
reacciones celulares ante cambios de su medio
ambiente interno y externo, se evidencian las
diferencias evolutivas de adaptacion y la necesidad
de nuevas investigaciones que conduzcan a la
comprension global del proceso.

Perspectivas

La investigacion basica dirigida a la comprension
de las intrincadas relaciones entre los
espermatozoides como células altamente
especializadas, el entorno circundante, las respuestas
internas y la sefializacion que conducen finalmente a
la activacion e inicio de la movilidad, es sin duda
fundamental para avanzar en el entendimiento de la
biologia de las especies, la vida misma, la evolucion
y el comportamiento.

Falta mucho terreno por recorrer en el campo
de la investigacion sobre los mecanismos de
activacion espermatica en peces, y aun quedan
infinidad de factores por estudiar, como aquellos
presentes en el agua misma, que podrian estar
regulando los ciclos reproductivos de los peces, el
balance hormonal y su relacion con el medio
ambiente y hasta el mismo comportamiento de los
peces y sus comunidades, lo cual, solo integrandolo
permitira aclarar conceptos que permitan intervenir
de forma segura en el campo de la conservacion, la
investigacion o la produccion.
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10.

Summary
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Spermatozoa activation physiology in freshwater fish

This review pretended to study the regulation of spermatozoa motility in freshwater fish,
improving biotechnology development focused on gametes preservation, which are produced into
the testes. Spermatozoa gets capacitation and stays non- motil due to different factors such as ionic
balance, osmolality, pH, and some proteins. After release to the freshwater, the teleost spermatozoa
get activated during a very short period, due to hiposmotic shock, producing membrane potential
changes, allow regulation of K* and Ca** channels, followed by an ionic flow that trigger the
activation. During the last years, investigations focused on the osmolality, ionic balance, pH and
AMPc and Ca** dependent factors; associated to spermatozoa motility activation. In this way,
understanding spermatozoa hipermotility process to reach and enter the egg’s micropile before
closing, has increased interest in the physiological activation mechanisms

Key words: hiposmotic shock, ionic balance, motility, osmolarity.
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