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EDITORIAL

esde hace mas de una década, la revista Fisiologia viene
siendo un medio de comunicacién entre los miembros
de la Sociedad Espanola de Ciencias Fisioldgicas,
actuando como un soporte para divulgar nuevos
conocimientos o revisar y reunir la informacién mas relevante
acerca de temas especificos, que sirvan de punto de partida para
nuevos estudios. Como nuevo editor de la revista me gustaria
agradecer a los miembros de la SECF su apoyo para abordar esta
tareay a los miembros del anterior Comité Editorial, Fernando de
Castro, Ménica de la Fuente, Esther Fuentes, Cristina Ripoll, José E.
Sanchez-Criado, Javier Salazar y, por supuesto, Angel Nadal, su
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dedicaciéon y acierto para conseguir la relevante calidad que
actualmente tiene la revista. También quiero agradecer a los
actuales miembros del Comité Editorial el inestimable apoyo que
me han proporcionado desde el principio para mantener la calidad
de nuestra revista y facilitar su difusién. Es un placer poder contar
con Anunciacién llundain, Carlos Villalobos, Teresa Giraldez, Diego
Alvarez de la Rosa, Juan Martinez-Pinna, Celestino Gonzélez y Ana
Alcalde en la etapa que con este nimero de la revista Fisiologia se
abre. La experiencia y calidad cientifica de los miembros de este
panel de expertos es una invitacién clara a todos los miembros de la
SECF para publicar manuscritos en nuestra revista.

La revista Fisiologia cuenta, desde hace unos meses, con
ISSN (International Standard Serial Number / Numero
Internacional Normalizado de Publicaciones Seriadas) que, como
sabéis, es un cédigo numérico reconocido internacionalmente para
la identificacién de las publicaciones seriadas. El Centro Nacional
Espanol del ISSN, actualmente integrado en el Departamento de
Control Bibliografico de Revistas de la Biblioteca Nacional, nos ha
otorgado dos ISSN, unos para la edicién impresa y otro para la
edicién on-line.

Tenemos una tarea apasionante ante nosotros, siendo uno
de los objetivos que nos hemos marcado el de incrementar la
difusién de la revista y trabajar en la internacionalizaciéon de la
misma, incluyendo en cada nimero articulos de investigadores
extranjeros de prestigio. En esta ocasiéon contamos con unarevision
firmada por el grupo que lidera la Dra. Jocelyne Enouf, investigadora
del INSERM en Paris que ha estudiado durante tres décadas la
ATPasa de Ca’* del reticulo sarcoendoplasmico (SERCA) y el papel
que juega en la movilizacién de Ca™ intracelular. Ademés, podéis
encontrar una interesante revisién sobre la sefializacién intracelular
en los espermatozoides, revelando los avances que ha
experimentado la espermatologia en los tltimos afos, realizada por
el grupo de los Drs. José A. Tapia y Fernando J. Peha y una
excepcional revisioén acerca de la relacién entre la dieta maternay la
propensién a padecer alteraciones metabdlicas en la edad adulta de
la descendencia realizada por los Drs. Ramos y Herrera.

Para finalizar me gustaria invitaros a seguir disfrutando de
nuestras publicaciones cientificas, divulgativas, comentarios, etc.,
en la revista Fisiologia. Os animo a que enviéis manuscritos para su
publicacién, a citar, si es el caso, articulos publicados y a ayudarnos a
mantener e incrementar la calidad de nuestrarevista.

Juan A. Rosado.

* Editor °
Juan Antonio Rosado Dionisio. Departamento de Fisiologia, Universidad de Extremadura, 10.074 Caceres
Teléfono: 927 25 71 39 * Fax: 927 25 71 10 * E-mail: jarosado@unex.es.
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GRUPO TAPER, S.A. se funda en junio de 1989 mediante la agregacion de seis
empresas que contaban con una experiencia de mas de 25 afios en la distribucion
de productos sanitarios y cientificos.
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Desde el afio 2004, las actividades de las compafias que formaban el Grupo (Endoscopia
Médica, Pacisa y Giralt, La Casa del Médico y Dissa) han sido absorbidas e integradas en
un unica empresa denominada Grupo Taper, S.A. Dentro de la estrategia de expansion del
grupo, ha extendido sus actividades a Portugal, mediante la adquisicion de tres empresas,
lo que sitia a GRUPO TAPER, S.A. entre las primeras companias de distribucion de productos
sanitarios y cientificos de la peninsula ibérica, con un equipo de mas de 140 profesionales y
unos fondos propios de 24 millones de Euros.

Avda. Industria, 49 ¢ Edificio Fresno. 22 pl. - Pol. Ind. « 28108 ALCOBENDAS (Madrid)
Teléfono: 916 596 520 - Fax: 916 610 084 / e-mail: informacion@grupotaper.com

www.GRUPOTAPER.com




SOCIEDAD ESPANOLA DE CIENCIAS FISIOLOGICAS

*Presidente: Ginés Salido Ruiz (gsalido @unex.es)

*Presidente Electo: Javier Cudeiro Mazaira (jcud@udc.es)

* Presidente Saliente: Constancio Gonzalez Martinez (constanc@ibgm.uva.es)

*Secretario: Antonio Alberola Aguilar (antonio.alberola@uv.es)

*Tesorero: Lucia Nunez Llorente (nunez@ibgm.uva.es)

*Vocales: Beatriz Gal Iglesias (beatriz.gal@uem.es) y Angel Nadal Navajas (nadal@umh.es)

Direcciones de contacto en: www.seccff.org - D.L.: SE-321-2000

CARTA DEL PRESIDENTE

lausurado con notable éxito cientifico y social el XXXV Congreso de la SECF (Valencia), y a la
esperade la celebracién, en 2012y con el apoyo de FEPS, del préximo en Galicia, se abre para
nuestra sociedad un periodo de trabajo interno - que nos ha de permitir la consolidacién de
procedimientos administrativos y contables mas eficientes - junto a una mayor proyeccién
exterior de nuestra organizacion cientifica.

Un tiempo en el que la comunicacion con los socios, casas comerciales e instituciones,
mediante correos electrénicos personales y pagina web (http://www.seccff/org) y la distribucién de esta
revista (telematica, con ISSN: 1989-4694, y en soporte tradicional, con ISSN: 1889-397X), adquiriran un
papel relevante en la consecucién de los objetivos estatutarios.

Serd ademas, un periodo en el que la SECF incentivara, en la medida en que nuestra economia
lo permita y la Junta Directiva lo apruebe, la celebracién de cursos, reuniones, talleres y simposios que, a
propuesta de nuestros socios, se organicen sobre asuntos que incumban nuestra sociedad. Asi lo hemos
hecho colaborando en la financiacién del VI International Meeting on Rapid Responses to Steroid
Hormones que tuvo lugar en Elche (Septiembre, 2009), de la Il Reunién Espafola de Canales Iénicos
celebrada en Valladolid (Octubre, 2009) y del XXIll Congreso de la Asociacién Latino-Americana de
Ciencias Fisiolégicas que acaba de ser clausurado en Pucén (Chile).

Finalmente, la edicién de libros y monografias se consolidara como el tercer elemento que ha
de sustentar nuestraactividad y relevancia publica en el ambito de la ciencia.

Por todo lo anteriormente expuesto, en este tiempo entre congresos, vuestra inestimable
colaboracién sera, si cabe, mas esencial. Por mi parte, espero estar a la altura de vuestros merecimientos, y
no dudéis en transmitirme, a mi direcciéon de correo electrénico (gsalido@unex.es), cuanta sugerencias,
proyectos o iniciativas creais de interés general para la sociedad cientifica que habéis querido presida.

Paratodos, un cordial saludo junto a mi deseo de éxitos personales y profesionales.

Ginés M. Salido.
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el manuscrito en formatos usuales. En todo caso deben indicarse en la carta de remisién los formatos empleados para texto, tablas,
graficos y fotografias. La utilizacion de formatos poco usuales retrasara la publicacién. En caso de emplear algin sistema de compresién
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en el cuerpo del mensaje electrénico y el original y las figuras en forma de archivos anexos. El texto del articulo debe adjuntarse como un
Unico archivo, incluyendo la pagina con el titulo, el texto principal, bibliografia, etc. Cada tabla o figura debe remitirse en un anexo
independiente, nombrando cada anexo con el nombre del primer autor y el nimero de tabla o figura que contenga (ejemplo: Cunqueiro-
Fig.1).
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2. Segunda pagina.
Sumario, si procede, en una extensién un superiora 200 palabras, en el mismo idioma que el resto del articulo.

3. Cuerpo del texto.

Los articulos no deberan sobrepasar las 2.500 palabras e iran en folios numerados. Deberan estar escritos en un estilo claro
y con pretensién divulgativa, de forma que puedan ser entendidos por cualquier fisiélogo, independientemente de su area de especializacién.
El procedimiento mas simple es tomar como ejemplo cualquier articulo publicado previamente en Fisiologia. En caso de no disponer de
ningun ejemplar, puede solicitarse a cualquiera de los miembros del comité editorial o a la Secretaria (antonio.alberola@uva.es) para ser
incluido en lalistade distribucién. Alternativamente, pueden consultarse los articulos de los nimeros anteriores en http://www.seccff.org

Los articulos podran contener resultados ya publicados, siendo entonces responsabilidad exclusiva de los autores obtener los
permisos correspondientes de las revistas o libros donde hayan sido publicados originalmente. Debido a la pretensién divulgativa, cada
autor podra organizar el texto en |la forma que crea mas oportuna, si bien se sugiere una divisién en secciones que facilite su lectura.

4. Otros.
a. Notas (si las hubiere) y agradecimientos.
b. Bibliografia. Las referencias, muy seleccionadas, se insertaran en el cuerpo del texto entre paréntesis (ejemplo: Chacén y Mairena,

1999). La relacién completa de referencias bibliograficas debera incluirse al final del texto, por orden alfabético y cronolégico,
de acuerdo alos formatos mas habituales. Ejemplo: Gémez |, Belmonte | (19 10) Deciphering bullfighting. ] Taurom 57: 200-235.

c. Pies de figuras. Deberan incluirse a continuacién de la bibliografia y en paginas aparte.

d. Figuras. Su nimero no debera ser superior a 2-3 por articulo, y el tamafio maximo aceptado sera el de una hoja impresa (DIN-A4).
No se publicaran imagenes en color. En el caso de figuras previamente publicadas, si fuere necesario, debera acompanarse
autorizacion para su reproduccion en Fisiologia.
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Among the players involved in Ca’ homeostasis in heart tissue are SERCA (Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca’*ATPase)-type Ca™* pumps.
Until recently, human heart was known to express major SERCA2a and minor SERCA2b isoforms. Here, we summarize recent data
showing the co-expression of novel SERCA2c, SERCA3a, -3d and -3f isoforms in this tissue. These additional SERCA isoforms display: i) a
lower affinity towards Ca™, ii) diverse effects on cytoplasmic and endoplasmic reticulum [Ca**], iii) distinct regulation of their expression
in heart failure and iv) their strategic locations enable them to contribute to subplasmalemmal, cytoplasmic and nuclear Ca*" signalling in

human cardiomyocytes.

THE MULTI-SARCO/ENDOPLASMIC RETICULUM Ca**-ATPase (SERCA)

SYSTEM OF HUMAN HEART IN 2010

Saoussen Dally, Raymonde Bredoux, Elisabeth Corvazier, Régis Bobe and Jocelyne Enouf*. Iy

*To whom correspondence should be addressed:

Dr. Jocelyne Enouf - INSERM U348, IFR6 Circulation Lariboisiere, Hopital Lariboisiere, 8 Rue Guy Patin, 75475 Paris Cedex 10, France
Tel.: 33-1-53-20- 37-91; Fax: 33-1-49-95-85-79; E-mail: jocelyne.enouf@inserm.Irb.ap-hop-paris.fr.

Intracellular Ca** handling is the central
coordinator of cardiac contraction and relaxation (Bers,
2002, Berridge, 2003, Berridge, 2006). Traditionally,
upon excitation, Ca™" is released from an internal storage
pool in the sarcoplasmic reticulum, through a Ca’
release channel (ryanodine receptor channel). This
causes an increase in cytosolic Ca™, triggering systolic
contraction. During diastole, cardiac relaxation is
subsequently initiated by Ca** removal from the cytosol.
This is partly due to the activity of Ca’* pumps inserted
either in the plasma membranes, the PMCAs (Plasma
Membrane Ca’‘-ATPases) or in the membranes of the
endoplasmic reticulum, the SERCAs (Sarco/Endoplasmic
Reticulum Ca’*-ATPases).

Heart failure is associated with abnormal Ca’*
handling. Early studies have shown that the cardiac
SERCAZ2a, protein and activity are reduced in diseased
cardiac muscle. However, a direct correlation between
reduced SERCA2a expression and the development of
heart failure does however not always hold. A number of
mutations in the human SERCA2 gene result in Darier's
disease, a dominantly inherited skin disease caused by
haploinsufficiency of SERCA2 (Sakuntabhai, 1999).
Moreover, adult Darier patients do not develop cardiac
disease, suggesting the existence of compensatory
mechanisms to prevent or counteract cardiac disease.
Thus, in this context, the existence of diverse SERCA
isoforms is important.

SERCAs: A growing family of multiple and
species-specific variants

SERCA proteins (Wuytack et al., 2002; Strehler
and Treiman, 2004; Bobe et al., 2005 for reviews) are
encoded by a multigenic family including three SERCAI -
3 (ATP2AI-3) genes, each giving rise to alternatively
spliced isoforms. For a while, SERCAI| and SERCA2
genes were known to give rise to two isoforms,
SERCAla & -1b and SERCA2a & -2b. SERCAI isoforms
are expressed in fast skeletal muscle. SERCA2a is
expressed in cardiac muscle while SERCA2b is expressed
in all cell types. The third gene, SERCA3, was thought to
express aunique non-muscle SERCA3(a) isoform.

Based on current knowledge, the SERCA2 gene

gives rise to four alternatively spliced mRNAs termed
SERCA2c and -2d. We found the third SERCA2c mRNA
in haematopoietic cells (Gélebart et al., 2003) and
demonstrated the existence of the SERCA2c protein in
heart (Dally et al., 2006). More recently, a SERCA2d
mRNA was described (Kimura et al., 2005). However,
the existence of the corresponding protein has yet to be
demonstrated. Figure | shows the novel 3'-end of the
human SERCAZ2 gene, the alternative splice variants and
the corresponding C-terminal parts of SERCA2 proteins
as well as selected available anti-SERCA2 antibodies
(Dally etal., 2006). It should be noted that, in contrast to
SERCA2aand -2b isoforms, SERCA2c is restricted to
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Figure |. Alternative splicing of the human SERCA2 gene, protein sizes of the
SERCA2 isoforms and selected SERCAZ2-specific antibodies: A.
Representation of the 3'-end of the SERCA2 gene. Broken lines with letters represent
alternative splicings. Sa-Sc: position of stop codons for the corresponding isoforms.
pA: position of the polyadenylation sites. The grey boxes correspond to the novel
exons 2| and 24'. B. Representation of the 3'-end of SERCA2a, -2b and 2c mRNAs and
sizes of the corresponding proteins. The wider boxes are translated segments, while
the narrower boxes are untranslated segments. C. Carboxyl termini of SERCA2
proteins and the available anti-SERCA2 antibodies. Slashes mark the splice sites. The
monoclonal IID8 and isoform-specific polyclonal anti-SERCA2a (2a), anti-SERCA2b
(2b) and anti-SERCA2c (2c) antibodies recognize all SERCA2 isoforms and SERCA2a,
-2b and -2c isoforms, respectively. The framed sequences represent the epitope of
1ID8, common to all SERCA2 proteins, and the amino acid stretches of the peptides
used in the generation of isoform-specific antibodies. For the 2c antibody, a mixture of
two peptides (P and P2) was used.



humans (unpublished data).

As regards the SERCA3 gene, we and others have
found that mice, rats, chickens and humans express a
variety of species-specific SERCA3 isoforms, in addition
to species-unspecific SERCA3a mRNA (Burk etaal., 1989)
and protein (Wuytack et al., 1994). These isoforms
include five human (SERCA3b-3f) (Dode et al., 1998;
Bobe et al., Poch et al., 1998; Martin et al., 2002; Bobe et
al., 2004), two mouse (SERCA3b-c) (Ozog et al., 1998;
Borge et al., 2003) and one rat (SERCA3b/c) mRNAs
and/or proteins (Martin et al,, 2000). The SERCA3
isoforms are co-expressed differently in a variety of cells
and tissues, including muscle and non-muscle cells.
Figure 2 presents an overview of human SERCA3 gene
products, the corresponding C-terminal parts of
SERCAS3 proteins and selected available anti-SERCA3
antibodies. It should be noted that, in contrast to
SERCA3a, SERCA3d and -3fare restricted to humans.

Figure 2
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raised against residues 29-39 of rat SERCA3a protein,

**P1/{M4 30, non isoform-specific (pan-human) anti-SERCA3 antibody, PLTM436 recognizes a non-
contiguous set of amino acids that are readily accessible only in the £1 conformation of SERCAS.

Figure 2: Alternative splicing of the human SERCA3 gene, protein sizes of the
SERCAZ3 isoforms and selected SERCA3-specific antibodies: A. Representation
of the 3'-end of the SERCA3 gene. The boxes represent exons. Introns and
downstream flanking regions are represented by horizontal lines. Broken lines with
letters represent alternative splicings. Sa-Sf: position of stop codons for the
corresponding isoforms. pA: position of the polyadenylation site. The dashed line in
exon 2| shows the 5'-part of exon 21 absent in mouse and rat. The grey box shows
the extension of exon 21 in SERCA3c and -3e mRNAs. B. Representation of the 3'-
end of SERCA3a-SERCA3f mRNAs and the sizes of the corresponding proteins. The
wider boxes are translated segments, while the narrower boxes are untranslated
segments. C. Carboxyl termini of SERCA3 proteins and the available anti-SERCA3
antibodies. The slashes mark the first splice site. The polyclonal N89 and monoclonal
PL/IM430 antibodies recognize all human SERCA3 isoforms. The framed sequences
represent the amino acid stretches of the peptides used to generate the isoform-
specific polyclonal anti-SERCA3a (3a and C91), anti-SERCA3b (3b), anti-SERCA3c
(3¢), anti-SERCA3d (3d), anti-SERCA3e (3e) and anti-SERCA3f (3f) antibodies. For
the 3d-3f antibodies, a mixture of two peptides (P| and P2) was used. The italic
sequences represent the amino acid stretches common to SERCA3a and -3e or to
SERCA3band -3fvariants.

SERCAs: A novel array of isoforms with
different biochemical characteristics

Recombinant isoforms have been stably

expressed in HEK-293 cells. Using fractionated
membrane proteins, the SERCA2c protein has unique
properties, characterized by a lower apparent affinity for
cytosolic Ca’* than SERCA2a and -2b proteins and by a
SERCA2b-like maximal catalytic turnover rate. All
human SERCA3a-3f isoforms exhibit a lower and similar
affinity for cytosolic Ca’* than the better characterized
SERCAla isoform, but present distinct enzymatic
characteristics during, at least, one step of their catalytic
cycle (Dode et al., 1998; Dode et al., 2003; Bobe et al.,
2004). In intact cells, the effects of SERCA2c protein on
both cytosolic [Ca’*].and endoplasmic reticulum content
[Ca’"].. were similar to SERCA2a and -2b proteins and
[Ca™], was actually greater in the case of SERCA2c
(Dally et al., 2006). In contrast, the SERCA3 isoforms
were found to modulate [Ca’*]. and [Ca’"],, differently
(Martin etal., 2002; Bobe et al., 2004). The lowest [Ca“]c
was observed in SERCA3a- and -3d-transfected cells and
the highest in SERCA3c- and -3f-transfected cells. The
[Ca’"]., of cells transfected with SERCA3a, -3c and -3e
constructs were found to be similar while that of cells
transfected with SERCA3Db, -3d and -3f were found to
display considerably higher [Ca**]

er®

SERCAs: A multiple and diverse co-
expression as exemplified in human heart

Until 2006, heart was known to co-express major
SERCA?2a and minor SERCAZ2b isoforms. Since then, four
additional SERCA2¢c, SERCA3a, -3d and -3f isoforms
have been found to be expressed in this tissue, whose
location is compartmentalized in non-failing human heart
and which are regulated differently in failing heart. The
different MRNAs were detected in this tissue, although at
alower level compared to SERCA2a. In addition, among
the three SERCA3 mRNAs, SERCA3d and -3f mRNAs
were found to be expressed to a lesser degree than
SERCA3a mRNA with respect to total RNA. The less
strongly expressed SERCA2c, SERCA3d and -3f mRNAs
were later found to encode proteins displaying a
restricted expression within the cardiomyocyte (see
below). To prove the existence of endogenous proteins
in human heart, isoform-specific anti-SERCA2c, and -
SERCAZ3a, -3d and -3f antibodies have been generated
and characterized (Dally et al., 2006; Kovacs et al., 2001 ;
Bobe et al., 2004; Dally et al., 2009). By using Western
blotting and/or immunoprecipitation, the endogenous
expression of SERCA2c and SERCA3a, -3d, and -3f
proteins in human heart can be visualized. Figure 3 shows
the locations of the SERCA2 (Upper) and -3 (Lower)
isoforms. Characteristic striated staining patterns of
fixed cardiac tissue were observed for SERCA2a and -2b
proteins (Left). The SERCA2c protein was found to be
located in a subplasmalemmal area and in intercalated
discs (Left). Similar locations were observed in isolated
cardiomyocytes (Right). Thus, its distribution in human
cardiomyocytes was found to be unique in terms of its
localization when compared to that of SERCA2a and -2b
proteins. The SERCA3a protein appeared to be targeted



at two regions close to the T-tubules (transverse staining)
and intercalated discs (Left). The SERCA3d protein was
found to be expressed in a restricted area surrounding
the nucleus (Left). As for SERCA3f, its expression was
found to be located in a subplasmalemmal area (Left).
Similar locations were observed in isolated human
cardiomyocytes (Right). Last, the study of five patients
with cardiomyopathies including one patient with Mixed
Cardiomyopathy (MCM) and four with Idiopathic
Dilated Cardiomyopathies (IDCM), revealed differential
regulation of SERCA2¢, SERCA3a, -3d and -3f protein
expression. In addition to the known down-regulation of
SERCAZ2a in all cardiomyopathies, SERCA2c was found
to be up-regulated in the patient with MCM (Dally et al.,
2006). Regarding SERCA3 proteins, up-regulation of
SERCAZ3f (the isoform that induces the highest [Ca™"].,
was observed in all patients (Dally et al., 2009) which
correlates with that of endoplasmic reticulum (ER) stress
markers, as previously observed in SERCA3f-
overexpressing HEK-293 cells (Chaabane et al., 2006).
Taken together, SERCA2c, SERCA3a, -3d and -3f triple
the number of SERCAs in human heart. Their strategic
localization enables them to contribute to
subplasmalemmal, cytoplasmic and nuclear Ca*
signalling in human cardiomyocytes. Their co-expression
offers additional ways of tightly regulating both [Ca’'],
and [Ca™"],, and the regulation of their expression points
to their possible role as compensatory mechanisms in
heart failure.

To conclude, the Ca’*ATPase system of human heart is
much more sophisticated than previously thought. It is
partly species-specific and may explain data on cardiac
contractility that shows that “a mouse is not a man”
(Dorn, 2004). At a time when spatial microdomains
within the cardiomyocyte are emerging (Fowler and
Smith, 2009), the compartmentalized location of
additional SERCA isoforms may sustain the
heterogeneity of the endoplasmic reticulum's Ca** stores
(Rizzuto and Pozzan, 2006). In addition, the regulation of
the expression of certain isoforms in failing hearts would
suggest their involvement in the remodelling of cardiac
Ca™' signalling.

Further work is now required to definitively identify the
role(s) played by the multiplicity and diversity of isoforms
co-expressed in human tissue. The questions to be
answered in the future include: What do they doAWhy
are they located where they areAHow do they influence
normal and abnormal Ca** signalling and function in
human heart and other cell typesATo answer these
questions, a number of tools are available including
isoform-specific antibodies, cDNAs and recombinant
proteins.
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Durante la vida intrauterina, el desarrollo fetal depende tanto de su carga genética como de factores nutricionales, endocrinos y
medioambientales. Aunque en principio el feto es capaz de “neutralizar las fluctuaciones en el ambiente materno” numerosas evidencias
sugieren que el desarrollo fetal se ve afectado por el estado nutricional y metabélico de la madre. Por ello determinadas desviaciones de las
adaptaciones maternas durante la gestacién pueden dar lugar a alteraciones irreversibles, que en ocasiones no se manifiestan hasta la edad
adulta . De hecho, existen evidencias que demuestran una relacion entre la diabetes gestacional y la aumentada incidencia de
enfermedades cardiovasculares y metabdélicas en la descendencia . En la misma linea, aquellas alteraciones metabdlicas en la madre que
modifican la transferencia de nutrientes hacia el feto podrian estar implicadas en el desarrollo de patologias en su descendencia, ya que el
feto se nutre de los sustratos que recibe de la madre a través de la placenta, los cuales, a su vez, dependen de la nutricién materna. A pesar
de la relevancia de este proceso, no esta claramente establecido el impacto de la nutricién materna durante la gestacién y la lactancia en el

desarrollo fetal.

Acumulo de depésitos grasos durante la
gestacion

Durante la gestacién se producen en la madre una
serie de cambios dirigidos a garantizar un continuo
aporte de sustratos al feto, a mantener una adecuada
homeostasis metabdlica en la propia madre y a
prepararla para la lactancia. Aunque los lipidos cruzan la
placenta en menor cantidad que otros nutrientes, juegan
un papel fundamental en el desarrollo fetal. Alo largo de
la gestacién hay dos cambios criticos en el metabolismo
lipidico: i) el acumulo de depésitos grasos y ii) el
desarrollo de hiperlipidemia, los cuales se producen, en
su mayor parte, por variaciones en el metabolismo del
tejido adiposo materno.

Metabolismo del tejido adiposo

En los dos primeros tercios de la gestacién la
madre se encuentra en una situacién anabdlica, en la que
aumentan sus depodsitos grasos. A este acumulo
contribuyen la hiperfagia, que normalmente se produce

en la gestante, y un incremento en la sintesis de
triglicéridos (TG) en el tejido adiposo. Ese incremento en
la sintesis de TG se produce por un aumento tanto de la
sintesis de acidos grasos como de glicerol-3-fosfato a
partir de glucosa, y de la posterior esterificacién de esas
dos fracciones.

Las lipoproteinas circulantes ricas en TG (los
quilomicrones, procedentes de la dieta, y las
lipoproteinas de muy baja densidad o VLDL, de sintesis
hepatica), constituyen una segunda fuente de sustratos
paralasintesis de TG en el tejido adiposo. La lipoproteina
lipasa (LPL) hidroliza a los TG plasmaticos transportados
en las lipoproteinas, y los productos correspondientes,
los acidos grasos no-esterificados (acidos grasos libres o
FFA) y el glicerol, pueden ser captados por el tejido
subyacente. Tras convertirse en sus formas activas, acil-
CoA y glicerol-3-fosfato respectivamente, son
reesterificados para la sintesis de TG dentro del tejido, lo
que contribuye a la hipertrofia de los adipocitos vy
consecuentemente al acumulo de depésitos grasos que



tiene lugar en esta etapa.

Por el contrario, en el ultimo tercio de la gestacién
la madre cambia a una situaciéon catabdlica, y sus
depésitos grasos permanecen estables o incluso
descienden respecto a la primera parte de la gestacién
como consecuencia de dos cambios importantes: i) un
incremento de su actividad lipolitica, y ii) un descenso en
la actividad de la LPL. El incremento en la actividad
lipolitica en tejido adiposo durante el ultimo tercio de la
gestacion ocurre tanto en mujeres como enratas, lo que
junto con la disminucién en la actividad antilipolitica de la
insulina , contribuye a la degradacién neta de los TG del
tejido. La disminucién en la actividad LPL del tejido
adiposo se ha observado también tanto en mujeres como
en la rata, y parece estar causada por la resistencia
insulinica que presenta la madre en el Gltimo tercio de la
gestaciéon . Asi pues, durante el ultimo tercio de la
gestacién se presenta en el tejido adiposo un acelerado
intercambio (“turnover”) de los depésitos grasos, aunque
su balance neto supone unincremento de la salida de FFA
y de glicerol a la circulaciéon, los cuales se encuentran
elevados en sangre materna.

Modulacion de la respuesta a la insulina en el
tejido adiposo.

En laregulacion de los cambios que tienen lugar en
la madre juega un papel critico no sélo la insulina
circulante sino también la diferente sensibilidad tisular a
la hormona. Ya desde el inicio de la gestacién los niveles
de insulina van aumentando hasta el udltimo tercio del
periodo gestacional, en el que la madre presenta una
intensa hiperinsulinemia . Por su parte, al inicio de la
gestacién la madre posee una mayor sensibilidad a la
insulina que serfa la responsable del acumulo de grasa
que tiene lugar en este periodo a través de una
aumentada sintesis de lipidos y de una menor actividad
lipolitica en el tejido adiposo. Este papel de laaumentada
respuesta a la insulina al inicio de la gestacién como
responsable de la capacidad de la madre de acumular
grasa se ha propuesto también en humanos, ya que
mujeres con una disminuida sensibilidad alainsulina antes
de la gestaciéon presentan una menor acumulacién de
grasa en las primeras fases del periodo gestacional . Por
tanto, en este periodo la hiperfagia e hiperinsulinemia
maternas en presencia de una aumentada respuesta a la
insulina establecen el escenario adecuado para la activa
condicién anabdlica de la madre durante los dos
primeros tercios de la gestacién. Este mecanismo tendria
una especial relevancia tras la ingesta de comida, cuando
la secreciéon pancreatica de insulina estd incrementada y
hay suficiente disponibilidad de glucosa. Con esta
adaptacién, la madre asegura que la glucosa circulante
sea captada por el tejido adiposo y convertida en
triglicéridos con lo que incrementa sus depdsitos grasos,
y asegura una adecuada disponibilidad de nutrientes que
garanticen un normal desarrollo del feto en la etapa de su
méaximo ritmo de crecimiento.

A medida que avanza la gestacién se produce un
deterioro en la sensibilidad a la insulina, y en el dltimo
tercio, paralelamente a la intensa hiperinsulinemia, se
desencadena en la madre resistencia insulinica . Son
precisamente la hiperinsulinemia y la resistencia
insulinica las responsables de algunos de los cambios en el
metabolismo materno que permiten la direccionalidad
tisular de los lipidos circulantes y que conllevan al
desarrollo de la hiperlipemia gestacional. Asi pues, se
considera que la gestacién es una situacién fisiologica
diabetogénica que se caracteriza por resistencia
insulinica, hiperinsulinemia e hiperlipidemia.
Precisamente, cuando se revierte la resistencia a la
insulina en la gestacién mediante el tratamiento de las
madres con un antidiabético, en el momento del
nacimiento las crias tienen un menor peso y una
deteriorada respuesta a la insulina , lo cual pone de
manifiesto la relevancia de esa “resistencia fisiolégica” en
la madre. Por el contrario, cuando esa resistencia a la
insulina se exacerba, la madre desarrolla “diabetes
gestacional” con lo cual aumenta la disponibilidad de
nutrientes para el feto y consecuentemente el riesgo de
un excesivo crecimiento y adiposidad.

Papel del tejido adiposo materno en el
desarrollo fetal

Utilizando la rata como modelo experimental,
hemos observado que la restriccién nutricional durante
la primera fase de la gestacién reduce drasticamente la
acumulacién de grasa en lamadre. Al nacimiento, tanto el
nimero de fetos vivos por camada como su peso
corporal fueron menores en las crias de madres
subnutridas que en las controles. Sin embargo, en el
momento del destete las crias de ambos grupos tenian un
peso similar . Aunque estos resultados indican que el
efecto negativo causado por la subnutricién en la madre
durante el inicio de la gestacién desaparece tras permitir
un libre acceso a la comida durante la lactancia, ello no
descarta la posibilidad de consecuencias negativas a mas
largo plazo. De hecho, a los 19 meses de vida la crias
hembras mostraban un peso corporal mas elevado y sus
depositos grasos eran mayores que los de las crias de
ratas control, lo cual sugiere que estos animales
presentan una mayor tendencia al sobrepeso. Asimismo,
a los 4 y 8 meses de edad tanto las hembras como los
machos nacidos de madres que habian estado
subnutridas eran hiperinsulinémicos y tenian alterada la
respuesta a una sobrecarga oral de glucosa, siendo
mayor esa intolerancia en los machos. El anlisis conjunto
de estos resultados apunta a que una alterada
incapacidad en la madre de acumular grasa en el tejido
adiposo en la primera parte de la gestacién tiene efectos
negativos en el desarrollo intraurerino con efectos a
largo plazo, que incluyen un deterioro en latoleranciaala
glucosay sobrepeso cuando son adultos .

Por otra parte numerosos estudios en este area
han puesto de manifiesto que la subnutricién provoca
una disminucién en la respuesta de las células beta
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pancreaticas a sus estimulos fisiolégicos. La
diferenciacién celular del pancreas endocrino en el feto
de la rata no tiene lugar antes del dia 14 6 I5 de la
gestacién, por lo que la subnutricién puede producir
distintos efectos dependiendo del periodo de Ia
restriccion. En este sentido, como hemos comentado
anteriormente, la crias de madres que han estado
subnutridas durante los primeros |12 dias de la gestacién
son hiperinsulinémicas cuando son adultas.

El tejido adiposo también puede jugar un papel
indirecto modulando la respuesta a la insulina materna.
Asi, se ha visto que cuando se elimina quirtrgicamente la
grasavisceral en ratas antes de la gestacién no se produce
un deterioro en la respuesta a la insulina hepatica. Estos
resultados, junto con la evidencia de que factores
circulantes liberados de adipocitos humanos inducen
resistencia a la insulina en miocitos , apoyan la hipétesis
de que la resistencia a la insulina en al madre se originaria
en el tejido adiposo y que factores liberados desde éste
estaran induciendo un deterioro en la respuesta
insulinica hepatica o muscular.

Asi pues, el tejido adiposo parece ejercer un doble
papel. Por una parte, ejerce un efecto directo, liberando
los nutrientes que se requieren para un adecuado
desarrollo fetal y que se acumulan en este tejido en la
primera fase de la gestacién. Por otra parte, actlia como
modulador de la respuesta a la insulina en otros tejidos
como el higado o el musculo esquelético, controlando asi
la direccionalidad tisular de los nutrientes.

Papel de la composicién de lipidos de la dieta
en el desarrollo fetal

Cambios drasticos en la composicion de grasas de
la dieta durante la gestacién y/o la lactancia pueden
también programar el desarrollo de la descendencia.
Aunque existen datos epidemiolégicos que apoyan esta
idea, por razones éticas, los estudios de intervencién se
han realizado en animales experimentales.

Aunque el feto hace lipogénesis vy
colesterolgénesis y la transferencia de lipidos a través de
la placenta es relativamente baja, el perfil lipidico fetal
varfa en funcién de las concentraciones de lipidos en la
madre. Asi, la hipercolesterolemia materna durante las
primeras fases de la gestacién puede favorecer la
formacién de lesiones arteriales en el feto,
incrementando su susceptibilidad de desarrollar
aterosclerosis en etapas posteriores de la vida . También
se ha observado que una elevada proporcién de grasa
saturada en la dieta durante la gestacion se asocia con una
alteracién de las relaciones glucosa-insulina en la
descendencia cuando es adulta.

Por otro lado, cuando la dieta ofrecida a las ratas
durante la gestacién y la lactancia contiene una elevada
proporcién de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), se
ha observado que la tolerancia a la glucosa en las crias
adultas es normal . Sin embargo, también se ha visto que

un incremento en la ingesta de aceite de pescado rico en
PUFA w-3 durante la fase perinatal no afecta a la
glucemia, pero da lugar a una reducida capacidad del
pancreas para segregar insulina y/o un incremento en la
sensibilidad insulinica .

Un incremento de los PUFA w-3 en la dieta
durante la etapa perinatal en la mujer reduce la
macrosomia en la diabetes y las alteraciones metabélicas
que se presentan a largo plazo en nifios nacidos
macrosémicos . Los niveles de TG circulantes en la
diabetes gestacional se correlacionan con el grado de
resistencia insulinica . Ademas, la baja sensibilidad
insulinica presente en la diabetes gestacional favorece la
disponibilidad de nutrientes para el feto, y
consecuentemente aumenta el riesgo de un excesivo
crecimiento y adiposidad. Esta argumentacion justifica el
que un exagerado incremento en los niveles circulantes
de TG en gestantes diabéticas se correlacione con el
peso neonatal . En base a estos datos, se piensa que el
reducir la resistencia insulinica y la hipertrigliceridemia
de la madre puede constituir una estrategia eficaz para
reducir el riesgo de macrosomia en la gestante diabética.
Varios trabajos han descrito que laingesta de PUFAs, y en
particular los suplementos con acidos eicosapentaenoico
(EPA, 20:5, w-3) y dosahexaenoico (DHA, 22:6, w-3),
reducen los niveles plasmaticos de TG , como
consecuencia de un incremento en la oxidacién hepatica
de acidos grasos asi como a la disminucién de la sintesis
de los mismos . A su vez, se ha encontrado que una
ingesta elevada de PUFAs w-3 retrasa el desarrollo de la
diabetes en sujetos con intolerancia a la glucosa vy
estimula la accién de la insulina . Por tanto, aunque no se
hainvestigado de forma directa, se ha propuesto que una
dieta enriquecida en PUFAs w-3 durante la gestacién en
la mujer diabética puede reducir las consecuencias
negativas a largo plazo en su descendencia, incluyendo el
desarrollo de la diabetes en las crias cuando adultas, tal y
como se ha observado en ratas gestantes diabéticas .

A diferencia de lo que ocurre con el exceso de los
PUFA w-3 en la dieta, un incremento de la ingestién de
PUFAs w-6 durante el periodo perinatal se ha asociado
con una mayor prevalencia de obesidad durante las
uUltimas décadas de vida. En fetos humanos, las primeras
células adiposas se detectan entre las semanas 14y 16 de
vida intrauterina, mientras que los glébulos de grasay los
adipocitos se observan claramente en los principales
depésitos grasos en la semana 23 de gestacién . Ademas,
durante el primer ano de vida se aprecia de forma
evidente una hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos,
de forma que se trata de un periodo altamente sensible
parala expansién del tejido adiposo. En un estudio en que
ratones hembra se alimentaron durante la gestacién y la
lactancia con una dieta grasa rica en acido linoleico (LA,
18:2 w-6) (con un cociente de PUFAs de w-6/w3 igual a
59/1) o con una dietaisocaléricaala anterior, enriquecida
en LA y en acido linolénico (LNA, 18:3, w-3) (con un
cociente de PUFAs w-6/w3 de 2/1), se observé que las



crias de madres alimentadas con la dieta LA pesaban un
50% mas al tiempo del destete y tenian mayor masa de
grasa corporal e hipertrofia de los adipocitos que las
alimentadas con la dieta LA/LNA, y esta diferencia
persistia hasta que las crias alcanzaban la edad adulta . Asi
pues, el incremento en el consumo de los PUFAs w-6
asociado con un elevado cociente LA/LNA durante la
gestacién y la lactancia favorece el desarrollo del tejido
adiposo, pudiendo representar un riesgo de sobrepeso
en los nifios y de obesidad en los adultos.

La leche materna tiene un elevado contenido de
lipidos y en diferentes estudios se ha observado la
existencia de una correlacién negativa entre la frecuencia
y duracién de la lactancia materna y el desarrollo de la
diabetes tipo | , pero no se conocen con certeza los
factores responsables de esta asociacién. La leche es una
buena fuente de PUFAs , existiendo por tanto la
posibilidad de que estos acidos grasos ejerzan un efecto
protector de las células B-pancreiticas y, por tanto, del
desarrollo de la diabetes. De hecho, el pretratamiento
con una combinacién de diferentes PUFAs w-3 y w-6
evita la destruccién de las células [ inducida por la
alloxana . Asimismo, la ingesta de aceite de higado de
bacalao (rico en EPAy en DHA) durante la gestacién en la
mujer, disminuye el riesgo de diabetes tipo | en la
descendencia.

También se ha observado que la lactancia materna
tiene efectos protectores frente a la diabetes tipo 2, la
dislipidemiay el sobrepeso en laadolescenciay en la edad
adulta Ademads, cuando son adultos, los ninos
alimentados con leche materna durante la primera
semana de vida presentan una mejor tolerancia a la
glucosa que los alimentados exclusivamente con
lactancia artificial . A su vez, en nifios jovenes que se
alimentan con lactancia materna se produce un
incremento superior en la proporcién de DHA y de
PUFAs totales de los fosfolipidos de membrana del
musculo esquelético que en aquellos alimentados con
férmulas maternizadas, y precisamente existe una
correlacién entre la sensibilidad insulinica y el porcentaje
de DHA y del total de PUFAs en fosfolipidos de musculo
esquelético en sujetos adultos .

La relaciéon entre los PUFAs y la sensibilidad
insulinica no se circunscribe a los acidos grasos w-3, ya
que también se ha visto una correlacién entre la
secrecioén y acciéon de la insulina con acido araquidénico
(AA, 20:4 w-6) . Por otro lado, se observado que la
suplementacién con aceite de pescado no modifica la
resistencia insulinica, probablemente debido al descenso
en AA causado por una ingesta elevada en EPA y DHA,
los cuales inhiben la actividad Aé desaturasa y la
subsecuente sintesis endégena de AA. Este resultado
negativo muestra que se requiere un equilibrio de AA,
EPA y DHA para prevenir el desarrollo de la resistencia
insulinica. Asi pues, globalmente, estos resultados
indican que la prevencién de la diabetes mellitus tipo 1, la
resistencia insulinica y la diabetes tipo 2 en adultos que
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Figura |. Principales cambios metabdlicos que tienen lugar en tejido adiposo durante
los dos primeros tercios (fig. |A) y durante el dltimo tercio de la gestacién (fig. |B).
Los simbolos. (+) y (-) indican que la via y/o la reaccién correspondiente esta
aumentada o inhibida en la gestante con relacién a la situacion de no-gestacién. En los
dos primeros tercios, laaumentada sensibilidad insulinica incrementa la sintesis de TG
y la actividad de la LPL, contribuyendo al acumulo de las reservas grasas en la madre.
Sin embargo, durante el tltimo tercio se desarrolla una situacién catabdlica, inducida
en parte por la resistencia insulinica, y que se manifiesta con una aumentada lipélisis,
como consecuencia de un aumento en la actividad de la HSL, asi como con una
disminucién de la actividad de la LPL. Todo ello favorece la liberacién neta de FFA 'y
glicerol a la circulacién, lo cual contribuye a la hiperlipidemia materna y garantiza el
aporte de sustratos para el feto a fin de sostener su rapido crecimiento.

habian sido lactados con pecho materno podria deberse
a la presencia de cantidades significativas de PUFAs de
cadenalarga en laleche materna.

Consideracion final

Tanto la cantidad (incluida la masa de depésitos
grasos maternos durante la primera fase de la gestacién)
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como la calidad de lipidos en la dieta durante la gestacién
y la lactancia pueden tener importantes implicaciones en
la salud del adulto, aunque todavia no conocemos el
mecanismo que estd involucrado. Ademas de sus
repercusiones en el desarrollo embrionario y fetal, en las
primeras etapas de la gestacién la madre se prepara para
la situacion catabdlica que tiene que soportar en el tltimo
trimestre de la gestacion, a fin de garantizar la adecuada
disponibilidad de nutrientes para sostener el rapido
crecimiento del feto. Asi pues, su nutricién adquiere una
especial relevancia para prevenir el riesgo de que su
descendencia padezca, cuando sean adultos, patologias
como la obesidad y a diabetes, que son precisamente las
mas frecuentes en los paises occidentales. Asi pues, antes
de hacer recomendaciones descontroladas, se necesitan
mas estudios para determinar, al menos, la ventana de
seguridad correspondiente a la duracién y dosis de los
suplementos dietéticos.
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Los aspectos basicos de la estructura y funcionamiento de los espermatozoides son conocidos desde hace décadas; sin embargo, la
regulacién molecular de esos aspectos ha permanecido esencialmente desconocida durante este tiempo. En los Ultimos afios se han hecho
importantes avances en el conocimiento de la regulacién molecular de las vias de sefalizacion clasicamente conocidas en los
espermatozoides, fundamentalmente la via AMPc/PKA. Ademas, se han descrito rutas intracelulares adicionales, que estaban bien
caracterizadas en células somaticas, pero que se suponian ausentes en los espermatozoides. Aunque los componentes de estas vias de
senalizacion sean equiparables, el espermatozoide y las células somaticas difieren en muchos aspectos y, por lo tanto, la regulaciéon o
funcioén de estas vias de senalizacion puede ser diametralmente distinta en ambos tipos celulares. En esta revision presentamos algunos de
los avances mas recientes en relacién a las vias de sefalizacion clasicamente conocidas en los espermatozoides y también en relacién a vias
mas recientemente descritas, sin pretender establecer una extensa y sistematica descripcién de los eventos moleculares implicados.
Nuestro afan ha sido presentar de forma general aspectos como la capacitacion, el estrés oxidativo y la apoptosis en el contexto del
desarrollo que ha experimentado la Espermatologia en los tltimos afios.

Generalidades

El espermatozoide es una célula haploide cuya
Unica funcién es transportar el material genético de
origen paterno a lo largo del tracto genital femenino
hasta alcanzar el ovocito, con el que se fusionara en el
momento de la fecundacién. Desde un punto de vista
estructural, en el espermatozoide se distinguen dos
regiones claramente diferenciadas: la cabeza y la cola (o
flagelo) (Figura I). Entre ambas se reconoce una pequena
estructura denominada pieza de conexién. En la cabeza
esta localizado el nlcleo haploide y, ademas de una
pequefa cantidad de citoplasma, en el extremo mas
apical del espermatozoide se distingue una vacuola que
rodea a modo de caperuza la parte anterior del nlcleo
denominada acrosoma. En la cola también se distinguen
varias regiones denominadas, desde delante hacia atras,
pieza intermedia, pieza principal y pieza terminal. En la
pieza intermedia se sitdan en disposicién helicoidal gran
nimero de mitocondrias, cuya funcién es proporcionar
la energia necesaria para mantener la actividad de la
magquinaria contractil del flagelo, aunque su contribucién
final al movimiento es controvertida (Pefay cols., 2009).

Para que se produzca la fecundacién el
espermatozoide tiene que transitar a lo largo del tracto
genital femenino y llegar al oviducto; una vez alli se une a
la capa protectora externa del ovocito denominada zona
pelicida (ZP). Esta unién ovocito-espermatozoide
depende del reconocimiento especifico de
glicoproteinas localizadas en la superficie del ovocito
(mayoritariamente ZP3). En respuesta a esta uniéon, y de
forma dependiente de la progesterona (Breitbart y Naor,
1999), se produce la exocitosis del contenido del
acrosoma en un proceso denominado reaccién
acrosémica (Abou-Haila y Tulsiani, 2000; Breitbart y
Naor, 1999; Gadella, 2008). En el acrosoma se almacena
una gran cantidad de enzimas hidroliticos que sera

liberada hacia el medio externo durante esta reaccién.
Los enzimas liberados, entre ellos acrosina, hialuronidasa
y otras proteasas, van a degradar las estructuras
protectoras de la ZP permitiendo la penetracién del
espermatozoide a través de la cubierta del ovocito. Esta
penetracién depende, ademas, del desarrollo de un tipo
de motilidad espermatica que se denomina

 Acrosoma
Cabeza — .
_ Nucleo

Pieza de T
conexion - Postacrosoma

Pieza
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Figura I. Representacion esquematica del espermatozoide de mamifero. Se
muestran los principales componentes del espermatozoide: cabeza, pieza de
conexién y cola. Dentro de la cabeza se distingue el acrosoma, una vesicula
membranosa conteniendo enzimas hidroliticos; el nicleo, que contiene una
cromatina muy condensada y ocupa la mayor parte de la cabeza; y la region
postacrosémica, que esta situada por detras del acrosoma y contiene una pequefia
cantidad de citoplasma. En la cola se distinguen la pieza intermedia, engrosada debido
ala presencia de un gran nimero de mitocondrias y axonema (maquinaria contractil
del flagelo); la pieza principal, que se extiende por la mayor parte de la colay también
contiene axonema; y la pieza terminal, Unica parte de la cola que no dispone de
axonema.

hiperactivacién y que consiste en la exacerbacién de la
amplitud y frecuencia del bateo del flagelo. Por lo tanto,
la combinaciéon de la reaccién acrosémica y la
hiperactivacién del movimiento facilitan la penetracién
del espermatozoide a través de la zona pellcida,



produciéndose la fusién los dos gametos y, por tanto, la
fecundacién (Abou-Haila y Tulsiani, 2000; Gadella, 2008;
Gadellay cols., 2008).

Capacitacion espermatica

A diferencia de lo que ocurre en animales de
fecundacién externa, los espermatozoides de los
mamiferos recién eyaculados, maduros desde un punto
de vista estructural, no poseen capacidad fecundante y
deben sufrir una serie de transformaciones de tipo
funcional y estructural absolutamente necesarias para
desarrollar esta capacidad. Estas transformaciones se
denominan globalmente capacitacién espermatica o,
simplemente, capacitacion.

Los primeros esbozos acerca de la capacitacién
espermatica fueron publicados a mediados del siglo
pasado por Austin y Chang, quienes describieron de
forma independiente que el potencial fecundante del
esperma de conejo dependia enormemente del tiempo
transcurrido entre la inseminacién y el momento
previsto de ovulacién. Ambos autores indicaron que era
necesario que transcurriese un tiempo de varias horas
entre ambos eventos para maximizar el potencial
fecundante del esperma, y ambos concluyeron que los
espermatozoides de los mamiferos deben residir
durante un tiempo en el tracto reproductivo de la
hembra antes de adquirir la capacidad de penetrar los
ovocitos (Austin, 1951; Chang, 1951). A pesar del tiempo
transcurrido, pocos avances se han logrado acerca de los
eventos moleculares que regulan o inducen este proceso
in vivo. No obstante, la capacitacion puede ser
reproducida in vitro mediante la incubacién de los
espermatozoides en medios especialmente disefados
para este fin. Sorprendentemente, cada medio
capacitante esta definido para una especie determinaday
no para otras; es decir, los componentes de los medios
capacitantes o su concentracién difieren en funcién de la
especie. Sin embargo, determinados componentes
parecen ser requeridos de forma universal en los medios
de incubacién, como HCO, /CO, y una sustancia
aceptora de colesterol, siendo la albimina sérica bovina
(BSA) la mas cominmente utilizada en la preparacién de
los medios capacitantes. Teniendo en cuenta estos
aspectos, parece evidente que la capacitacién es un
proceso dinamico pero también activo, y no es, seglin se
postulé inicialmente, una continuacién del proceso de
maduracién epididimaria, puesto que los
espermatozoides no se capacitan simplemente por un
almacenamiento prolongado en el epididimo o por su
almacenamiento en un medio de incubacién sin los
factores pro-capacitantes que han sido mencionados
anteriormente (Harrisony Gadella, 2005).

Al considerar el efecto del ién bicarbonato en los
espermatozoides in vitro, y teniendo en cuenta las
diferencias en la concentraciéon de HCO, entre el
epididimo (3-4 mM) y el oviducto (>20 mM), se ha
propuesto que este i6n es también fundamental para el

inicio y desarrollo de los cambios de tipo capacitante in
vivo, aunque aun no se ha comprobado
experimentalmente si esta hipdtesis, ademas de
plausible, es esencialmente correcta (Gadella y Van
Gestel, 2004). Resultados muy recientes parecen
apoyarla, desde el momento en que se ha demostrado
que una secrecién deficiente de HCO, en el tracto
genital femenino impide la correcta capacitacién del
espermatozoide in vivo ¥, consecuentemente, se reduce
la capacidad de fecundacién (Wang y cols., 2003; Wang y
cols., 2007).

Desde el establecimiento de los medios
inductores de la capacitacion, se han ido identificando a
lo largo de los afios una serie de cambios que tienen lugar
in vitro durante la incubacién de los espermatozoides en
condiciones capacitantes. Se ha demostrado que durante
este proceso se produce un cambio en la concentracién
intracelular de iones (fundamentalmente Ca** y HCO,),
se produce también un aumento de las especies reactivas
de oxigeno (ERO), hay cambios en la distribucién de los
fosfolipidos de la membrana y también un marcado
incremento en la fosforilacién de proteinas, tanto en
residuos de serina/treonina como en residuos de tirosina
(Figura 2). Ademas, la capacitacion se acompana de un
marcado incremento de las caracteristicas cinéticas del
espermatozoide. A pesar de lo anterior, quiza el cambio
mas determinante de la capacitacién, y del que dependen
en mayor o menor medida el resto de modificaciones
descritas, es la activacién de la via intracelular del
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y la proteina cinasa
A (PKA), via que, seglin veremos a continuacién, es
activada por un incremento en la concentracién de ién
bicarbonato en los espermatozoides de los mamiferos
(Figura 2) (Breitbart y Naor, 1999; Gadellay cols., 2008;
Gadella, 2008; Gadella y Van Gestel, 2004; Harrison y
Gadella, 2005).

Activacion de la via AMPc/PKA

En los espermatozoides, al igual que ocurre con
células somaticas, el incremento de la concentracién
intracelular de AMPc depende de la activacién de la
adenilato ciclasa (adenilil ciclasa o AC), enzima que
cataliza la produccién de AMPc a partir de adenosin
trifosfato (ATP). El aumento en la concentracién de
AMPc durante la capacitacién parece ser
mayoritariamente dependiente de un aumento en la
concentracién de HCO,  y, en algunos casos, de Ca™, ya
que ambos iones estimulan una clase particular de
adenilato ciclasa que se expresa abundantemente en los
espermatozoides y que es denominada adenilato ciclasa
soluble (sAC) (Figura 2) (Hess y cols., 2005; Xie y cols.,
2006). Ademas de la sAC regulada por iones,
recientemente se han descrito isoformas de adenilato
ciclasa asociadas a la membrana (mAC), en
espermatozoides humanos y de ratén, que parecen estar
reguladas por proteinas G, pero cuyo modo de
activaciéon y funcionamiento todavia no han sido
completamente establecidas (Baxendale y Fraser, 2003;
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Frasery cols., 2003).

Respecto a la activaciéon de la sAC, no estd
perfectamente establecido el mecanismo por el que
HCO, entra en el espermatozoide, aunque en el de
ratén se ha descrito un cotransportador Na'/HCO, que
estaria mediando esta entrada, al menos parcialmente
(Figura 2) (Demarcoy cols., 2003). Ademas, parece que
también seria necesario el concurso de otro antiporter,
Na’/H", responsable del mantenimiento de la carga neta
de protones, al menos en esta especie, puesto que los
espermatozoides de ratones defectivos de este
antiporter son inméviles e incapaces de experimentar
otros cambios relacionados con la capacitacién, como
por ejemplo un incremento en la fosforilacién en tirosina
(Wang y cols., 2003; Wang y cols., 2007). Respecto al
concurso del Ca™* durante la capacitacion, parece
importante en algunas especies pero no en otras. En
ratén, el Ca’* demuestra un papel importante puesto
que actia concomitantemente con el HCO; activando la
sAC (Figura 2) (Litvin y cols., 2003). Es mas, en esta
especie un incremento en la concentracién de HCO;
parece inducir la apertura de canales de Ca™" en la
membrana (Wennemuth y cols., 2003). Sin embargo, en
los espermatozoides de cerdo el HCO, es capaz de
inducir todas las modificaciones de tipo capacitante en
completa ausencia de Ca** en el medio de incubacién
(Gadella y Van Gestel, 2004; Harrison y Gadella, 2005),
indicando que este catién no es esencial para la activacion
de lavia AMPc/PKA en esta especie.

Teniendo en cuenta que la capacitacién implica la

activacién de las AC, bien la forma soluble regulada por
iones o bien las asociadas a la membrana dependientes
de proteinas G, no es extrafio que la mayor parte de
cambios de tipo capacitante sean dependientes de un
incremento intracelular del AMPc (Figura 2). En este
sentido se ha descrito que gran parte de los cambios de
tipo capacitante que experimentan los espermatozoides,
sino todos, pueden ser mimetizados por el empleo de
analogos del AMPc permeables a la membrana
plasmatica, como el 8-Br-AMPc. Respecto a la diana
molecular del AMPc, en los espermatozoides, al igual que
ocurre en las células somaticas, este segundo mensajero
media su accién principalmente a través de la activacién
de la PKA (Gadella y Van Gestel, 2004; Harrison y
Gadella, 2005). Esta cinasa esta localizada en
compartimentos especificos del espermatozoide gracias
a la unién de la subunidad reguladora de la PKA a
proteinas de anclaje denominadas proteinas de anclaje
de la cinasa A (AKAP). En espermatozoides se han
encontrado diferentes tipos de AKAPs: AKAP82
(Carrera y cols., 1994), FSP95 (Mandal y cols., 1999),
AKAP1 10 (Vijayaraghavan y cols., 1999), S-AKAP84 (Lin
y cols., 1995) y la AKAP220 (Reinton y cols., 2000a;
Reinton y cols., 2000b). La presencia de estas proteinas
de anclaje permite la fosforilacion por parte de la PKA de
sustratos localizados en diferentes compartimentos
subcelulares, incrementando de esta forma la
especificidad de la sefal (Pantano y cols., 2005). La
importancia que tiene la via cAMP/PKA en la
funcionalidad del espermatozoide se ha demostrado
mediante el uso de inhibidores quimicos
(razonablemente) especificos para la PKA, puesto que,
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Figura 2. Esquema de las principales vias intracelulares que se activan durante la capacitacion. La entrada de bicarbonato en la célula (y del calcio en algunas especies)
estimula la actividad de la sAC, que incrementa las concentraciones intracelulares de AMPc. EIl AMPc induce la activacién de la PKA que, directa o indirectamente, mediara
practicamente todas las modificaciones que tienen lugar durante la capacitacion del espermatozoide, incluyendo la fosforilacion de muiltiples sustratos y la desorganizacién de los
lipidos de la membrana. Otras dianas moleculares del AMPc, como las EPAC, también se activan en los espermatozoides, pero su concurso parece restringido a la regulacién de la
reaccién acrosémica. Finalmente, los movimientos iénicos son muy importantes en la funcién espermatica, en primer lugar durante la activacion de la ACy posteriormente durante el

establecimiento de la reaccién acrosémica. sAC: adenilato ciclasa soluble; AMPc: adenosin monofosfato ciclico; PKA: proteina cinasa A; AKAP: proteina de anclaje de la cinasa A.



de forma concomitante a la inhibicién de la fosforilaciéon
de proteinas en serina/treonina o en tirosina, estos
compuestos inhiben la capacitacién y la motilidad de los
espermatozoides (Breitbart y Naor, 1999). No obstante,
ademas de la PKA, y al igual que en células somaticas,
otras dianas intracelulares del AMPc también pueden
mediar algunos efectos de este segundo mensajero en los
espermatozoides. Entre estas otras dianas moleculares
del AMPc encontramos las denominadas proteinas de
intercambio directamente activadas por AMPc o EPAC,
aunque en los espermatozoides estas proteinas parecen
participar en el establecimiento de la reaccién
acrosémica mas que en los cambios tempranos de tipo
capacitante (Figura 2) (Branhamy cols., 2006; 2009).

Cambios en lamembrana plasmatica

La gran mayoria de los cambios que tienen lugar
durante la capacitaciéon parecen ser la consecuencia, o
bien ser el origen, de cambios en la arquitectura de la
membrana celular. En contraposicién con estos cambios
de tipo capacitante, el espermatozoide debe
permanecer lo mas estable posible durante las fases de
maduracién y almacenamiento en el epididimo (Harrison
and Gadella, 2005). Con esta finalidad existen diversos
factores decapacitantes que forman parte del fluido
epididimario y, posteriormente, del plasma seminal, y
que seran eliminados durante el transito a través del
tracto genital de la hembra permitiendo de este modo el
inicio de la capacitacion.

Al igual que ocurre en las células somaticas, en
condiciones basales los fosfolipidos de la membrana
plasmatica del espermatozoide son mantenidos en
disposicién asimétrica entre la capa interna y la externa.
En la conformacién basal (no capacitada) la
esfingomielina (SM) y la fosfatidilcolina (PC) se
encuentran mayoritariamente en la capa externa, la
fosfatidiletanolamina (PE) fundamentalmente en la
interna, y la fosfatidilserina (PS) exclusivamente
confinada en la capa interna de la bicapa lipidica (Gadella
y cols., 2008; Gadella, 2008; Harrison y Gadella, 2005).
Esta disposicién asimétrica se mantiene gracias a la
intervencién de una serie de enzimas transferasas de
fosfolipidos, denominadas flipasas, flopasas y
escramblasas (Gadella y Van Gestel, 2004; Harrison y
Gadella, 2005). Respecto a este Ultimo tipo enzimatico,
se ha descrito que la escramblasa de fosfolipidos tipo 2
(PLSCR2) es una isoforma que se expresa
especificamente en el testiculo (Wiedmer y cols., 2000),
indicando la importancia que la organizaciéon de la
membrana plasmatica tiene en la funcionalidad
espermatica. El cambio mas evidente relacionado con la
membrana del espermatozoide, durante la capacitacion,
consiste en una rapida y drastica variacién en la
disposicién de los fosfolipidos de la bicapa lipidica. Asi,
durante la capacitacién se incrementa la inestabilidad de
lamembranay se pierde la asimetria transversal de todos
los fosfolipidos, incluyendo la trasposicion de PS y PE
desde la capa interna hacia la externa (Gadella y cols.,

2008; Gadella, 2008; Harrison y Gadella, 2005). Esta
pérdida de asimetria de la membrana parece estar
mediada por la actividad de la escramblasa y tiene dos
caracteristicas fundamentales: (|) depende
directamente de la entrada de bicarbonato en el
espermatozoide y, por lo tanto, de la activacién de la via
AMPCc/PKA; y (2), la trasposicion de los fosfolipidos se
produce muy rapidamente, en cuestién de minutos
(Gadella y Van Gestel, 2004; Harrison y Gadella, 2005),
de forma que es un cambio temprano que antecede a
muchas otras modificaciones de tipo capacitante en el
espermatozoide.

La pérdida de asimetria de la membrana inducida
por bicarbonato es completamente reversible en sus
fases iniciales (Figura 2). Sin embargo, después de los
estadios iniciales parece que los cambios son
esencialmente irreversibles, lo que tiene sentido si se
considera que la principal consecuencia de esta pérdida
de asimetria consiste en un incremento en la
inestabilidad de la membrana, que se traduce en el
desorden del empaquetamiento lipidico y en la pérdida
de colesterol de la misma (Gadella, 2008; Harrison y
Gadella, 2005). De hecho, la pérdida de colesterol de la
membrana fue reconocida desde el inicio como un
importante evento relacionado con la capacitacién del
espermatozoide. B. K. Davis, en una serie de trabajos
publicada en los afos 70 (Davis, 1976; Davis, 1980; Davis
y Niwa, 1974), fue el primer investigador en demostrar
que durante la capacitacién se producia un cambio en la
composicién lipidica de la membrana del
espermatozoide, consistente en una disminucién del
ratio colesterol/fosfolipidos. Para explicar este hallazgo
propuso un modelo en el que la relacién molar entre
colesterol y fosfolipidos determina el estado de
capacitacion del espermatozoide y que este ratio
disminuia por la pérdida de colesterol de la membrana,
absolutamente necesaria para que se produjese la
capacitaciéon. Posteriormente, varios grupos de
investigacién se lanzaron a comprobar esta hipétesis,
llegando a conclusiones similares en distintas especies y
demostrandose fehacientemente que durante la
capacitaciéon se produce una pérdida significativa de
colesterol en la membrana plasmatica y, por tanto, un
aumento de su fluidez (Figura 2) (Osheroffy cols., 1999;
Shadany cols., 2004; Viscontiy cols., 1 999b).

Sin embargo, aunque existe consenso respecto a
que se produce una pérdida de colesterol y que ésta
viene mediada por la BSA, hay opiniones discrepantes en
cuanto al momento en que dicha pérdida se produce. Asi,
mientras algunos autores han descrito que la pérdida de
colesterol es anterior al incremento intracelular de
AMPc y la subsiguiente activacién de la PKA (Visconti y
cols., 1999a; 1999b; 2002), otros autores han descrito
que la pérdida de colesterol se produce después de que
haya ocurrido la desorganizaciéon de la membrana, que,
recordemos, viene mediada por la via AMPc/PKA y, por
lo tanto, la activacién de esta via debe ser previa a la
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pérdida de colesterol (Harrison y Gadella, 2005). En
cualquier caso, la pérdida de colesterol de la membrana
plasmatica parece que se relaciona con una
desestabilizacién ain mayor de la misma,
comprometiendo la estructura de los microdominios de
lipidos (lipid rafts). Esta pérdida parece importante
puesto que son muchos los efectos biolégicos que regula,
como por ejemplo la fosforilacién en tirosina de diversos
sustratos (Osheroff y cols., 1999; Salicioni y cols., 2007;
Visconti y cols., 1999a; 1999b; 2002); la pérdida de
proteinas de superficie del espermatozoide (Harrison y
Gadella, 2005) o cambios en la permeabilidad iénica de la
membrana (Arnoult y cols., 1997; Gadella, 2008;
Galantino-Homery cols., 2004).

Estrés oxidativo y especies reactivas de
oxigeno como segundos mensajeros

Clasicamente se ha considerado que las especies
reactivas de oxigeno (ERO) son deletéreas para las
células. Una produccién incontrolada de ERO se ha
relacionado con cancer, problemas vasculares,
envejecimiento, diabetes, neuropatias, etc (Gruber y
cols., 2008; Halliwell y Cross, 1994; Murray y cols., 2008;
Su y cols., 2008). A principios de los afos 90, sin
embargo, se publicaron las primeras evidencias de que
una concentracién baja o moderada de ERO, producida
en el momento preciso de activacion celular, podria jugar
un papel como segundo mensajero y, por lo tanto,
desempefiar un papel positivo en las cascadas de
transduccién de senales (Droge, 2002; Filomeni y cols.,
2005). Respecto a los espermatozoides podria aplicarse
una visién similar, puesto que una produccién excesiva de
ERO tiene efectos claramente negativos,
particularmente cuando ésta se desarrolla durante la
criopreservaciéon espermatica, mientras que una
produccién moderada de estos compuestos parece que
desempena un papel positivo actuando como segundos
mensajeros también en este tipo celular (de Lamirande y
O'Flaherty, 2008; O'Flaherty y cols., 2006b; Thundathil y
cols.,2003).

En relacién con la funcién de las ERO como
segundos mensajeros, se ha descrito que estos
compuestos desempefan un papel fundamental en la
capacitacion espermatica (de Lamirande y col., 1997; de
Lamirande y O'Flaherty, 2008). Esta implicacién se ha
demostrado utilizando dos aproximaciones opuestas. En
primer lugar, los scavengers de radicales libres asi como
los inhibidores de las enzimas sintasa de éxido nitrico
(NOS) bloquean completamente la capacitacién
espermatica. En segundo lugar, la adicién exdgena y
moderada de ERO promueve la capacitacién en el
espermatozoide de distintas especies e incrementa los
cambios asociados a ella, como la fosforilacién en tirosina
(de Lamirande y cols., 1997; de Lamirande y O'Flaherty,
2008; O'Flaherty y cols., 2006b; Thundathil y cols.,
2003). De hecho, el espermatozoide es capaz de
producir una cantidad moderada y controlada de ERO
(O," yNO'), y es capaz de mantener esta produccién

durante horas (de Lamirande y Gagnon, 1995; de
Lamirande y O'Flaherty, 2008). Ademas, la generacién
fisiolégica de ERO por el espermatozoide no se ve
afectada por la mayoria de inhibidores quimicos de
cinasas y fosfatasas, indicando que es un efecto que esta
muy arriba en las cascadas de sefhalizacién (de Lamirande
y cols., 1997; de Lamirande y O'Flaherty, 2008).

El mecanismo por el que las ERO incrementan la
capacitaciéon parece, de nuevo, depender de la
produccién de AMPc. Esta produccién se ve reducida al
tratar las células con scanvengers de radicales libres,
mientras que cuando se estimula la generacién
moderada de ERO se incrementa concomitantemente la
produccién de AMPc en los espermatozoides (Aitken y
cols., 1998; de Lamirande y O'Flaherty, 2008; Herrero y
cols., 1999; 2000; Zhang y Zheng, 1996). La regulacién
de la produccién de AMPc por ERO parece que tiene
lugar a nivel de la AC, puesto que la actividad de las
fosfodiesterasas espermaticas no se modifica por
cambios en la concentracién intracelular de ERO (de
Lamirande y O'Flaherty, 2008). Como era previsible, una
vez incrementada la concentracién de AMPc también se
detecta un incremento de actividad de la PKA en los
espermatozoides, lo que se traduce en un incremento de
la fosforilacién de sustratos de la PKAy en un incremento
de la fosforilacién en tirosina (Aitken y cols., 1998; de
Lamirande y O'Flaherty, 2008). Ademas de un papel en la
regulaciéon de la PKA, las ERO también modulan en el
espermatozoide la actividad de las vias de las proteinas
cinasa activadas por mitégenos (MAPK), como MEK o
ERK (de Lamirande y Gagnon, 2002; O'Flaherty y cols.,
2005), mientras que parecen independientes de la via de
la fosfatidil inositol 3-cinasa (PI13K), al menos durante el
establecimiento de la capacitacién (de Lamirande y
O'Flaherty, 2008; O'Flahertyy cols., 2006a; 2006b).

Finalmente, ademas del papel descrito en el
establecimiento y progresién de los cambios de tipo
capacitante en el espermatozoide, las ERO parece que
también juegan un destacado papel en el establecimiento
de la hiperactivacién y en la reaccién acrosémica (de
Lamirande y cols., 1997; de Lamirande y O'Flaherty,
2008; Herrero y cols., 1999; Liguori y cols., 2005). La
hiperactivacion es inhibida por la enzima catalasa y por la
superdxido dismutasa (SOD) y promovida por la adicién
exégena de ERO, y parece que las vias empleadas son
muy similares a las que inducen concomitantemente
otros cambios de tipo capacitante (de Lamirande y
Gagnon, 1993a; 1993b; 1993c; de Lamirande y
O'Flaherty, 2008). Por el contrario, aunque la reaccién
acrosémica parece ser un proceso también dependiente
del estado redox, las vias empleadas por las ERO para
inducir el vaciado del acrosoma parecen ser muy distintas
a las que conducen a la capacitacién. Se ha especulado
que el uso de dos vias de sefalizacién distintas podria
reflejar un mecanismo de seguridad encaminado a
impedir que el espermatozoide capacitado experimente
la reaccion acrosémica prematuramente (de Lamirande



y O'Flaherty, 2008).

Activacion de los

espermatozoides

la apoptosis en

El mantenimiento de la espermatogénesis en
niveles fisiolégicos implica un balance dindmico y
regulado entre la regeneracién de las células germinales
(mitosis y meiosis) y su eliminacion por apoptosis. Este
balance viene indudablemente determinado por la
capacidad de las células de Sertoli de mantener un
nimero limitado de células en desarrollo. Es decir,
cuando el ambiente testicular no puede mantener por
mas tiempo la espermatogénesis, se activan mecanismos
apoptoticos para eliminar el exceso de células germinales
(Tapiay Pefia, 2009).

La relacién de causalidad descrita para las células
germinales no es tan evidente para los espermatozoides
adultos eyaculados, que también experimentan
fenédmenos propios de apoptosis como la fragmentacién
del ADN, la condensacién de la cromatina, la activacion
intracitoplasmatica de caspasas, la pérdida del potencial
de la membrana mitocondrial, la pérdida de la integridad
de lamembrana plasmaticay la pérdida de la asimetria de
la membrana con trasposicién de PS hacia la capa externa
(Tapia y Pena, 2009). A pesar de que estos cambios han
sido descritos extensivamente para distintas especies, el
papel preciso que juega la apoptosis en los
espermatozoides adultos de los mamiferos es
actualmente materia de debate.

Actualmente existen dos teorias para intentar
explicar la razén por la que los espermatozoides adultos
eyaculados muestran ciertas caracteristicas propias de la
apoptosis. En la primera teoria se postula que durante la
espermatogénesis las células defectuosas son marcadas
para su eliminacién y empiezan a experimentar procesos
apoptoticos. Algunas de esas células, sin embargo, no
completaran todo el proceso apoptético y apareceran en
el eyaculado como espermatozoides con rasgos de tipo
apoptético. Esta primera teoria se denomina apoptosis
abortiva. Si el esquema de la apoptosis abortiva es cierto,
la interrupcion en el proceso de apoptosis durante los
estadios finales de la espermatogénesis por defectos en
las células de Sertoli produciria un incremento del
numero de células con caracteristicas de tipo apoptético
en los eyaculados, que deberia corresponderse con un
descenso en la fertilidad del semen. Este extremo parece
parcialmente comprobado en los espermatozoides
humanos (Sakkas y cols., 1999a; 1999b; 2003; 2004)
aunque dista de ser una hipédtesis universalmente
aceptada (Tapiay Pena, 2009).

La segunda teoria, por el contrario, establece que
los espermatozoides adultos eyaculados son capaces de
iniciar y completar el proceso de apoptosis con
independencia de la fase de espermatogénesis; es decir,
serian capaces de desarrollar todo el proceso de
apoptosis auténomamente (Brum vy cols., 2008).
Inicialmente se sugirié que el espermatozoide no

disponia de una maquinaria molecular efectiva para la
sintesis de proteinas o para la degradacién del ADN. Sin
embargo, recientemente se ha comprobado que el
espermatozoide maduro puede completar el proceso de
apoptosis puesto que dispone de nucleasas y
topoisomerasas capaces de degradar el ADN en
pequenos fragmentos (Shaman y cols., 2006; 2007).
Ademas, recientemente se ha demostrado que todo el
proceso apoptético, o cuando menos algunos cambios
de tipo apoptdtico, pueden desarrollarse en los
espermatozoides en respuesta a determinadas
agresiones o situaciones biolégicas, incluyendo el estrés
térmico, la criopreservacion, la activacion de receptores
de membrana, estrés oxidativo, TNFaq, etc. (Ball, 2008;
Brumy cols., 2008). Estos estimulos inducen la aparicién
de cambios de tipo apoptético e incluso originan la
aparicion de factores moduladores de la apoptosis, como
proteinas del tipo Bcl-2, o proteinas inhibidoras de la
apoptosis (IAPs) (Aquilay cols., 2007; Choi y cols., 2008;
Paasch y cols., 2004b; Taylor y cols.,, 2004),
probablemente indicando que la apoptosis puede
iniciarse auténomamente en los espermatozoides.

En cualquier caso, independientemente de que los
cambios de tipo apoptético sean iniciados por un
proceso de apoptosis abortiva o bien sean iniciados de
forma auténoma en los espermatozoides adultos, atin no
se ha determinado cual es el papel que estos cambios
juegan en la fisiologia espermatica. Es decir, alin no se ha
establecido completamente si la apoptosis es siempre un
fendmeno deletéreo para los espermatozoides,
implicando ineludiblemente su destruccién, o si, por el
contrario, estos cambios apoptoéticos estan relacionados
con la adquisicién de su capacidad fecundante (Tapia y
Pefa, 2009). De nuevo existen publicaciones que apoyan
ambas posibilidades. Por un lado, varios estudios parecen
indicar que los cambios de tipo apoptético influyen
negativamente en la fecundidad de los espermatozoides
y, por lo tanto, la seleccién de la subpoblacién celular no
apoptdtica representaria un avance para mejorar la
capacidad fecundante de esta subpoblacién (Aziz y cols.,
2007; Grunewald y cols., 2006; Paasch y cols., 2004a;
Said et al., 2005a; 2005b; 2006; 2008). Por el contrario,
otros estudios indican que la apoptosis no siempre esta
encaminada a la destruccién de células no necesarias o
potencialmente peligrosas, sino que existen ejemplos
donde podria estar implicada en la diferenciacién
terminal de algunos tipos celulares (Said y cols., 2004).
Ademas, desde el momento en que los inhibidores de
caspasas no prolongan la supervivencia de los
espermatozoides de diferentes especies, tanto frescos
como criopreservados (Heninger y cols., 2004; Peter y
cols., 2005; Weil y cols., 1998), la mera presencia de
caspasas activas en el espermatozoide no parece ser un
factor letal crucial que determine el destino de estas
células. Por lo tanto se puede especular que, al igual que
ocurre en determinadas células somaticas, los procesos
apoptoticos en general y las caspasas en particular
podrian participar en funciones fisioldgicas, en el caso de
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los espermatozoides relacionadas con la adquisicion de la
capacidad fecundante (Tapia y Pefa, 2009). En este
sentido conviene recordar que uno de los eventos mas
tempranos relacionados con la capacitacién es la pérdida
de laestabilidad de lamembranay la asimetria transversal
de los fosfolipidos, lo que ocasiona la trasposicién de PS y
PE desde la capa interna hacia la externa de la membrana
(Gadella, 2008; Gadellay cols., 2008; Harrison y Gadella,
2005).

Otros aspectos a considerar y direcciones
futuras

En los ultimos afos se han producido grandes
avances en la comprensién de los procesos de
senalizacién intracelular en los espermatozoides, tanto
en condiciones de reposo como durante la regulacién de
aspectos tan importantes como la capacitacién o la
reacciéon acrosémica. Durante este tiempo se han
descrito mejor las vias clasicas de transduccién de
senales (basicamente la via AMPc/PKA), puesto que se
han caracterizado nuevos mecanismos de activacién y se
han identificado nuevos efectores moleculares de esas
vias. Por ejemplo, recientemente se ha descrito que la
activacién del proteasoma dependiente de la PKA juega
un papel destacado en la regulacién de la capacitacién
espermatica (Kongy cols., 2009; Morales y cols., 2007) y
la reaccion acrosémica (Chakravarty y cols., 2008;
Moralesy cols., 2007). Ademas de las rutas ya conocidas,
en estos Ultimos afios también se han descrito muchas
otras cascadas intracelulares, definidas previamente en
células somaticas, que se encuentran igualmente en los
espermatozoides y se activan ante el estimulo adecuado,
si bien es cierto que muchas de ellas podrian desempenar
papeles distintos en este particular tipo celular. Por dar
un ejemplo, en los espermatozoides de distintas especies
se han descrito todos los médulos de las cascadas de
activaciéon de las MAPK, aunque los efectores mas
comunes de estas cinasas en células somaticas, que
generalmente son factores de transcripcién que regulan
genes relacionados con la divisién celular,
probablemente no se activen en los espermatozoides.

A pesar de los evidentes avances, muchos
aspectos del mapa de la fisiologia espermatica contintian
siendo terra incognita. Por ejemplo, aunque el dogma
clasicamente establecido indicaba que los
espermatozoides son células terminales, sin
transcripcién génica ni sintesis de proteinas (Baldiy cols.,
2002; Urner y Sakkas, 2003), desde hace unos anos se
conoce que en los espermatozoides puede producirse
sintesis de proteinas. En realidad, esta sintesis es muy
limitada y probablemente se produce en ausencia de
transcripcion génica, utilizando ARNm almacenado
durante la espermatogénesis, con el concurso de la
maquinaria molecular de la mitocondria (Gur y Breitbart,
2008). Sin embargo se desconoce casi completamente el
propdsito de esta sintesis proteica que, aparentemente,
afecta a un nimero muy limitado de proteinas (Pinto y
cols., 2009).

En diversas publicaciones y foros especializados se
ha sefalado que el potencial reproductor de los humanos
ha disminuido rapidamente en las Ultimas décadas. En
este contexto tan negativo, el desconocimiento de
aspectos fundamentales de la fisiologia del
espermatozoide podria tener gran trascendencia.
Existen varios ejemplos de procesos que afectan de
forma negativa a la capacidad fecundante del
espermatozoide, de los que se desconoce casi
completamente su regulacién en el ambito molecular.
Entre ellos se puede mencionar la presencia de antigenos
de superficie y el desarrollo de anticuerpos anti-
espermatozoide, el estrés oxidativo de origen
leucocitario o mitocondrial, la activacién generalizada de
procesos apoptéticos, lainfluencia del factor inhibidor de
la migracién de macréfagos (MIF) y un largo etcétera. Es
evidente que conocer la regulacién de la sefalizacién
intracelular en el espermatozoide en el ambito molecular
ayudara, incuestionablemente, a identificar y resolver
algunos aspectos relacionados con la infertilidad
masculina. Este corpus de conocimiento permitira
igualmente establecer puntos de intervencién adecuados
para el desarrollo de estrategias de anticoncepcion
masculina y probablemente también ayudara a mejorar
aspectos de la tecnologia de la criopreservacion del
semen.
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