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I. RESUMEN            

El espermatozoide de erizo de mar tiene una mitocondria, que además de ser la fuente principal de 

energía en forma de ATP, puede modular los cambios en la concentración de Ca2+ intracelular 

([Ca2+]i) para regular su movilidad y posiblemente la reacción acrosomal (RA, evento de exocitocis 

indispensable para que el espermatozoide fecunde al óvulo homólogo). El speract es un 

decapéptido que difunde de la capa externa de gelatina del óvulo, que al unirse a su receptor en la 

membrana del flagelo del espermatozoide, entre otros cambios fisiológicos, estimula la movilidad 

y la respiración de dichas células. La alteración de la función mitocondrial con inhibidores 

específicos para este organelo, induce un aumento en la [Ca2+]i, que depende de la presencia de 

Ca2+ externo ([Ca2+]ext) (Ardón et al., 2009). Para comprender mejor la relación entre la función de 

la mitocondria y la respuesta al speract, evaluamos los cambios en el potencial de la membrana 

mitocondrial (ΔΨ) y en los niveles de nicotinamida adenina dinucleótido reducido (NADH) en los 

espermatozoides de erizo de mar de la especie Strongylocentrotus purpuratus. Nuestros resultados 

muestran que la estimulación de los espermatozoides con speract despolariza la mitocondria y 

aumenta los niveles de NADH. Además, resultados obtenidos con los inhibidores (etomoxir y 

perhexilina) de la carnitina palmitoiltransferasa-I (CPT-I), enzima esencial para el transporte de los 

ácidos grasos en la mitocondria, sugieren que lo anterior se debe a que el speract estimula el 

transporte de los ácidos grasos a la mitocondria para su oxidación. Sorprendentemente, estas 

respuestas son independientes del Ca2+ y se deben al aumento de pH intracelular (pHi) inducido 

por speract. Nuestros resultados indican que dicho aumento de pHi coordina finamente la 

activación del metabolismo energético mitocondrial que regula la movilidad del espermatozoide 

necesaria para que éste llegue y fecunde al óvulo homólogo.  
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II. INTRODUCCIÓN  

2.1. El erizo de mar 

El erizo de mar es un organismo deuterostomado (antecesor de los vertebrados), de fecundación 

externa, que produce cantidades enormes de gametos. De un erizo macho se obtienen ~1010 

espermatozoides y de una hembra ~108 óvulos, lo cual permite aislar los componentes 

membranales involucrados en el diálogo entre los gametos. El erizo de mar se ha utilizado como 

modelo de estudio de la fecundación por más de 150 años, y el uso de sus espermatozoides como 

modelo de estudio, ha permitido caracterizar los mecanismos generales de señalización 

involucrados en la fecundación, además de que en esta célula se descubrió la reacción acrosomal 

(RA; ver siguiente sección) (Rothschild, 1948; Hagström, 1956). Estas características hacen al 

erizo de mar un excelente modelo para estudiar los procesos fisiológicos involucrados en la 

fecundación.    

 

2.2. La fecundación  

La fecundación es un evento fundamental en la vida de los organismos que dependen de la 

reproducción sexual para la generación de nuevos individuos. El espermatozoide maduro es una 

célula especializada con la capacidad de buscar, reconocer y de fecundar al óvulo de manera 

especie-específica. Previo a la fecundación, el espermatozoide debe de experimentar la RA, evento 

exocitótico que consiste en la fusión de la membrana plasmática con la membrana acrosomal. 

Durante este proceso fisiológico de exocitosis, se liberan las enzimas hidrolíticas contenidas en el 

granulo acrosomal que facilitan al espermatozoide atravesar la capa externa (de gelatina) del óvulo 

para fecundarlo (Hirohashi et al., 2008; Santella et al., 2012; Pomin, 2015). 

 

2.3. El espermatozoide de erizo de mar 

Morfológicamente el espermatozoide de erizo de mar es más sencillo que el de mamífero; 

básicamente está constituido por la cabeza y el flagelo. En la región de la cabeza se ubican 

organelos como el acrosoma, el núcleo, el cuerpo basal, la envoltura nuclear redundante y su única 

mitocondria (Fig. 1). La región del flagelo contiene al axonema que constituye el aparato motor 

del espermatozoide, compuesto por nueve pares de microtúbulos alrededor de un par central (9 + 

2) conectados por las dineínas. 
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Fig. 1. El espermatozoide del erizo de mar. (A) Erizos de mar de la especie (i) L. pictus y (ii) S. purpuratus, (B) A la 

izquierda, esquema del espermatozoide de erizo de mar. Lado superior derecho, sección de la cabeza con los diferentes 

organelos que la integran; lado inferior derecho, sección transversal del flagelo compuesto principalmente por el 

axonema y las dineínas. Modificada de: Darszon et al., 2011. 

 

2.4a. La movilidad del espermatozoide de erizo de mar 

El erizo de mar almacena sus espermatozoides en las gónadas en un estado inmóvil debido a la alta 

tensión de CO2, que mantiene el pHi ácido en el espermatozoide el cual inhibe fuertemente a las 

enzimas que se estimulan por pH alcalino. Las dineínas, son ATPasas (unidas al axonema que 

generan el batido flagelar), altamente dependientes de pH siendo inactivas a pH ácido. Cuando el 

erizo de mar libera sus espermatozoides inmóviles en el mar, se produce una salida rápida de H+ 

que aumenta el pHi del espermatozoide (Nishigaki et al., 2014). Las dineínas hidrolizan el ATP 

proveyendo la energía suficiente para desplazar los microtúbulos del axonema impulsando el nado 

del espermatozoide. Por tanto, dicha enzima es la principal consumidora de ATP, mientras que la 

mitocondria es la principal fuente de energía en forma de ATP (Christen et al., 1983): Esto sugiere 

que la movilidad y la respiración del espermatozoide están relacionadas y finamente reguladas por 

el pHi (Christen et al., 1983; Nishigaki et al., 2014). 
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2.4a1. La movilidad del espermatozoide depende de la adenosína trifosfato intracelular     

El pHi menor a 7.0 mantiene a los espermatozoides en un estado inmóvil. Bajo esta condición, los 

niveles de ATP en el espermatozoide son altos, debido a que las dineínas están inhibidas (Christen 

et al., 1983). El aumento de pHi de 7.0 a 7.4 estimula la actividad de las dineínas, que hidrolizan el 

ATP para impulsar el nado del espermatozoide (Christen et al., 1986). De manera paralela, la 

respiración del espermatozoide se estimula en respuesta a la demanda energética (Christen et al., 

1983, 1986). En esta condición, la movilidad basal del espermatozoide alcanza un equilibrio 

dinámico con la respiración del mismo (Christen et al., 1986). No obstante, si el pHi aumenta a más 

de 7.4, la actividad de las dineínas sobrepasa a la síntesis de ATP lo cual conduce a una inhibición 

gradual de la movilidad del espermatozoide (Christen et al., 1986), indicando que la función 

mitocondrial está involucrada en la regulación de la movilidad.  

 

2.4a2. Los péptidos activadores de la movilidad inducen quiomiotaxis en el espermatozoide  

Los péptidos activadores de la movilidad de los espermatozoides (PAM) difunden de la capa de 

gelatina que rodea al óvulo formando un gradiente de concentración, son capaces de modular la 

movilidad del espermatozoide de manera especie-específica. El speract fue el primer PAM que se 

purificó e identificó estructuralmente de los óvulos de erizo de mar de la especie S. purpuratus 

(Hansbrough y Garbers, 1981). Cuando el speract se une a su receptor, que se encuentra en la 

membrana flagelar del espermatozoide, desencadena una serie de cambios fisiológicos que 

preparan al espermatozoide para localizar y fecundar al óvulo (Guerrero et al., 2010). La unión de 

speract a su receptor (Fig. 2) activa a la guanilato ciclasa (GC) e induce la síntesis de GMPc 

(Cardullo et al., 1994) que activa el canal Tetra-KCNG el cual deja salir K+ al medio extracelular 

causando una hiperpolarización transitoria de la membrana plasmática. Esta hiperpolarización, 

facilita la salida de Ca2+ intracelular a través del intercambiador Na+/Ca2+ dependiente de K+ 

(NCKX), remueve la inactivación de los canales de Ca2+ dependiente de voltaje (Cav), estimula la 

actividad de la adenilato ciclasa y activa tanto al intercambiador Na+/H+ (NHE) como al canal de 

Na+ SpHCN (Lee, 1985; Beltrán et al., 1996; Darszon et al., 2011). La estimulación del NHE 

aumenta la salida de H+ conduciendo al aumento de pHi (Lee, 1985). Este aumento de pHi reduce 

la actividad de la GC, activa el canal de Ca2+ específico de espermatozoides (CatSper) y estimula 

tanto a la AC soluble (sAC) como a las dineínas (Beltrán et al., 2007; Darszon et al., 2008; Seifert 

et al., 2015). La activación de la AC eleva los niveles de AMPc (Beltrán et al., 2007), que modulan 
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la actividad de canales y de transportadores iónicos (Nishigaki et al., 2014). La hiperpolarización 

y/o el AMPc activan los canales SpHCN que permiten la entrada de Na+ causando la 

despolarización de la membrana plasmática. La entrada de Ca2+, ya sea través de CatSper o de los 

canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Cav) conducen al aumento de la [Ca2+]i, el cual 

correlaciona con cambios en la trayectoria del espermatozoide (Darszon et al., 2008; Guerrero et 

al., 2011; Pichlo et al., 2014).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 2. Modelo propuesto de la vía de señalización al speract en el espermatozoide de erizo de mar. Entre otros cambios 

fisiológicos, (1) la unión del speract a su receptor induce (2) el aumento de GMPc, (3) la hiperpolarización de la 

membrana plasmática, (5) el aumento de pHi y (7-9) aumentos en las concentraciones iónicas de Na+ y Ca2+. (2) GC, 

guanilato ciclasa; (3) TetraKCNG, canal de K+ regulado por GMPc; (4) NCKX, intercambiador de Na+/Ca2+ 

dependiente de K+; (5) NHE, intercambiador de Na+/H+; (6) sAC, adenilato ciclasa soluble; (7) SpHCN, canal de Na+ 

activado por hiperpolarización y por AMPc; (8) CatSper, canal de Ca2+ especifico de espermatozoides regulado por 

AMPc y/o pHi; (9) Cav, canal de Ca2+ dependiente de voltaje (Modificada de: Darszon et al., 2008).  

 

El espermatozoide de erizo de mar cuenta con un sistema de navegación sofisticado, capaz de 

detectar concentraciones picomolares del quimioatrayente. Las señales químicas como los PAM, 

son liberadas por las células accesorias del óvulo formando un gradiente de concentración, que 

estimulan y re-dirigen el nado del espermatozoide hacia el óvulo. A este mecanismo se le llama 

quimiotaxis. Los PAM mejor caracterizados en la respuesta quimiotáctica son el speract y el resact 

en los espermatozoides de erizo de mar de las especies L. pictus (Guerrero et al., 2010) y Arbacia 

punctulata (Pichlo et al., 2014), respectivamente. Dichos PAM inducen aumentos en la [Ca2+]i que 

dependen de la presencia de Ca2+ externo. La entrada de Ca2+ ocurre principalmente a través del 
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canal de Ca2+ CatSper que se expresa exclusivamente en el gameto masculino, siendo indispensable 

en los procesos de fertilidad de los mamíferos (Xia et al., 2007; Smith et al., 2013). De manera 

similar, en el espermatozoide de erizo de mar de A. punctulata y de S. purpuratus, el CatSper se 

distribuye en la membrana flagelar (Seifert et al., 2015; Beltrán, datos no publicados), y su apertura 

permite la entrada de Ca2+ al citoplasma que se propaga del flagelo hacia la cabeza (Wood et al., 

2003; Xia et al., 2007; Darszon et al., 2011; Seifert et al., 2015). Este aumento de Ca2+ se compone 

de varias oscilaciones, y cada pico de dicha oscilación correlaciona con un cambio de trayectoria 

en el nado del espermatozoide (Guerrero et al., 2010). La secuencia orquestada de cada oscilación 

de Ca2+ regula la vuelta pronunciada seguida del nado recto re-dirigiendo el nado del 

espermatozoide hacia la fuente del quimioatrayente (Fig. 3) (Darszon et al., 2008; Guerrero et al., 

2010; Alvarez et al., 2012) 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 3. El speract induce quimiotaxis en el espermatozoide de erizo de mar de las especies L. pictus y S. purpuratus. 

El speract difunde del óvulo formando un gradiente de concentración, que el espermatozoide detecta produciéndose 

oscilaciones de Ca2+ en el flagelo, las cuales coordinan finamente la secuencia de la vuelta pronunciada (en amarillo) 

seguido del nado recto (en morado) orientando su nado hacia el óvulo (Modificada de: Darszon et al., 2008).  

 

2.5. La mitocondria 

El espermatozoide de erizo mar tiene una sola mitocondria situada en la base de la cabeza (Longo 

y Anderson, 1968), constituida por una membrana externa (MME) y una interna (MMI), que 

delimitan el espacio intermembranal de la matriz mitocondrial. La matriz mitocondrial, entre otras 

moléculas, contiene a las enzimas que participan en el ciclo de Krebs y en la β-oxidación (Ernster 

y Schatz, 1981; Glancy y Balaban, 2012). La MMI, impermeable a los protones (H+) contiene a los 

cuatro complejos de la cadena transportadora de electrones (CTE) y a la FOF1-ATPsintasa (Mazat 

et al., 2013), mientras que la MME es altamente permeable debido que contiene acuaporinas, 
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proteínas integrales de membrana que forman poros permitiendo el paso de moléculas hasta de 

5000 Daltones.  

 

2.5a. Transporte de los ácidos grasos a la mitocondria  

Los ácidos grasos libres de cadena larga (AGL-CL), son transportados al interior de la mitocondria 

para su oxidación y la producción de energía (Eaton et al., 1996). El principal mecanismo de 

entrada de los AGL-CL es a través del sistema de transporte de las carnitinas (Eaton et al., 1996; 

Eaton, 2002) (Fig. 4). La acil-CoA sintasa es la primera enzima que participa en el transporte de 

los AGL-CL y está localizada en la MME (Lopaschuk et al., 1994). Esta enzima, esterifica el AGL-

CL con la CoA para formar el acil-CoA (AGL-CL activado). La carnitina palmitoiltransferasa I 

(CPT-I), sensible a pHi (Bezaire et al., 2004), se localiza en la cara interna de la MME y cataliza 

la formación de acil-carnitina a partir del acil-CoA (Lopaschuk et al., 1994). La CPT-I es 

considerada un punto de regulación para la translocación del acil-CoA al interior de la mitocondria. 

La acil carnitina translocasa transporta la acil-carnitina a través de la MMI. La CPT-II que está 

asociada a la cara interna de la MMI, realiza la reacción inversa de la CPT-I regenerando la acil-

CoA en la matriz mitocondrial para alimentar a la β-oxidación (Lopaschuk et al., 1994).     

 

2.5b. La oxidación de los ácidos grasos 

La β-oxidación consiste en la remoción secuencial de dos átomos de carbono a partir del extremo 

carboxilo del AGL (Eaton et al., 1996). Esta vía se compone básicamente de cuatro reacciones, 

primero una deshidrogenación de la acil-CoA. Los electrones removidos de esta molécula se 

transfieren al FAD para formar el FADH2 (estado reducido). La segunda y la tercera reacción son 

una hidratación y una deshidrogenación, respectivamente. En esta última reacción, el NAD+ es el 

aceptor de los electrones. Finalmente, la escisión de la (ceto)acil-CoA libera a la acetil-CoA que 

se puede incorporarse al ciclo de Krebs y continuar su oxidación hasta CO2 (Eaton et al., 1996; 

Nelson y Cox, 2005). 

 

2.5c. La fosforilación oxidativa  

La energía producida por la oxidación de moléculas orgánicas, se conserva en los donadores de H+ 

NADH y FADH2, que ceden sus electrones a la cadena transportadora de electrones (CTE) (Glancy 

y Balaban, 2012). La CTE está organizada en una serie de complejos (I-IV) proteicos 
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multiheteroméricos que pueden aceptar y donar electrones (Fig. 4). Los complejos I y II son los 

aceptores de electrones provenientes de NADH y de FADH2, respectivamente, transfiriéndolos a 

la ubiquinona, que a su vez los cede al complejo III. Este complejo cataliza la transferencia de los 

electrones al complejo IV el cual los cede al oxígeno molecular (O2) que consume dos H+ para la 

formación de una molécula de H2O. A este proceso fisiológico se le conoce como respiración 

celular (Saraste, 1999). El paso de los electrones a través de los complejos I, III y IV están 

acoplados con la salida de H+ hacia el espacio intermembranal. Los H+ expulsados al espacio 

intermembranal generan un gradiente electroquímico de H+ (ΔµH
+), que está compuesto por los 

gradientes de pH (ΔpH) y de potencial de membrana mitocondrial (ΔΨ) (Nicholls, 1974).  

 

El ΔΨ es un parámetro clave en la fisiología mitocondrial, pues además de regular la síntesis de 

ATP también participa activamente en los procesos de fusión mitocondrial, en el importe de 

proteínas, en la generación de calor y en el intercambio de metabolitos y de iones con el citoplasma 

(Koopman et al., 2013). En condiciones de reposo el ΔΨ es altamente electronegativo en el interior 

de -180 mV, y es el principal componente que impulsa a la FOF1-ATPsintasa para la síntesis de 

ATP (Quarato et al., 2011). La estimulación de dicha enzima conduce a la disminución del ΔΨ 

mientras que su inhibición lo aumenta (Nicholls, 1974; Quarato et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 4. Modelo propuesto del metabolismo energético en el espermatozoide de erizo de mar. (A) Microfotografía 

electrónica del espermatozoide de erizo de mar. Las dos flechas indican la distribución de las gotas lipídicas, ubicadas 

en el espacio intermembranal de la mitocondria. La barra negra indica la escala de 0.1 µm (Tomada de: Mita y 

Nakamura, 1998). (B) La oxidación de los lípidos endógenos se realiza en la mitocondria. Los triacilglicéridos son 

hidrolizados por la lipasa para formar los ácidos grasos libres de cadena larga, los cuales son transportados al interior 
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de la mitocondria mediante el sistema de las carnitinas (círculos azules). La β-oxidación de los ácidos grasos 

comprende 4 reacciones secuenciales (ver sección 2.5b, re presentadas en óvalos naranjas) las cuales producen FADH2, 

NADH y acetil-CoA. Esta última se incorpora y se oxida en el ciclo de Krebs elevando los niveles de FADH2 y NADH. 

Ambas moléculas ceden sus electrones a la CTE (óvalo rojo), que bombea H+ al espacio intermembranal generando el 

ΔΨ necesario para la síntesis de ATP por la ATPsintasa (complejo V). M, mitocondria; N, núcleo; F, flagelo; CPT, 

carnitina palmitoiltransferasa; I-IV, complejos de la CTE; V, FOF1-ATPsistasa; ΔΨ, potencial de membrana 

mitocondrial. 

 

2.5d. El Ca2+ mitocondrial  

El ΔΨ regula la entrada de Ca2+ a la mitocondria (De Stefani et al., 2011). Dicho ion entra en la 

matriz a través del uniportador de calcio mitocondrial (MCU) sensible al ΔΨ (Kirichok et al., 

2004). El aumento de Ca2+ mitocondrial estimula la FOF1-ATPsintasa y las deshidrogenas intra-

mitocondriales sensibles a Ca2+ (Territo et al., 2000; Denton, 2009), para satisfacer los 

requerimientos energéticos de la célula. Además, la mitocondria puede liberar el Ca2+ al citoplasma 

a través del intercambiador electrogénico Na+/Ca2+ (NCLX) (Palty et al., 2010). Los flujos del Ca2+ 

de este organelo junto con los del retículo endoplásmico contribuyen a la propagación y a la 

sincronización de las señales de Ca2+ citoplasmático en diferentes tipos celulares (Szabadkai y 

Duchen, 2008; Jiang et al., 2013; Takeuchi et al., 2013). En los espermatozoides, las señales de 

Ca2+ intracelular modulan la movilidad, la quimiotaxis y la reacción acrosomal, eventos esenciales 

para que dicha célula fecunde exitosamente al óvulo homólogo (Darszon et al., 2011).  
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III. ANTECEDENTES 

La única mitocondria del espermatozoide de erizo de mar localizada en la base de la cabeza, es 

importante para su movilidad (Mita y Nakamura, 1998) y posiblemente para la homeostasis de la 

[Ca2+]i (Ardón et al., 2009) y la reacción acrosomal. Se sabe que el espermatozoide de erizo de mar 

obtiene su energía a través de la oxidación de lípidos endógenos (Hansbrough et al., 1980; Mita y 

Ueta, 1990). Los AGL-CL generados por la hidrolisis de los triacilglicéridos se incorporan del 

citoplasma al interior de la mitocondria a través del sistema de transporte de las carnitinas (sección 

2.5a). La oxidación de los ácidos grasos produce el NADH y el FADH2 (Eaton et al., 1996), los 

cuales ceden sus electrones a la CTE. Los H+ expulsados a través de la CTE establecen un ΔΨ 

(Saraste, 1999), que es utilizado por la FOF1-ATPsintasa para la síntesis de ATP (Quarato et al., 

2011). Las dineínas ubicadas en el axonema hidrolizan este ATP para sostener el nado del 

espermatozoide (Christen et al., 1983), estableciendo un equilibrio dinámico entre la síntesis de 

ATP mitocondrial con los componentes que hidrolizan el ATP.   

     

Los PAM como el speract cuya unión a su receptor, induce en el espermatozoide entre otros efectos 

fisiológicos, un aumento en el pHi, en la [Ca2+]i y en la respiración mitocondrial (Rodríguez y 

Darszon, 2003; Schackmann y Chock, 1986). Además, la alteración de la función mitocondrial con 

diferentes inhibidores mitocondriales (CCCP, desacoplante mitocondrial; antimicina, inhibidor del 

complejo III de la CTE; oligomicina, inhibidor de la FOF1-ATPsintasa y CGP37157, inhibidor del 

intercambiador Na+/Ca2+; Fig. 5), producen un aumento en la [Ca2+]i que depende de la [Ca2+] 

externo ([Ca2+]ext) (Ardón et al., 2009). Lo anterior indica que la mitocondria influye en la 

homeostasis de la [Ca2+]i del espermatozoide. En este trabajo, quisimos saber si la mitocondria 

participa en la respuesta de los espermatozoides a speract.   
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Fig. 5. Mecanismo de acción de los inhibidores mitocondriales y de los ionóforos. Los ionóforos están marcados con 

(*). NCLX, intercambiador Na+/Ca2+ mitocondrial; MMI, membrana mitocondrial interna; MME, membrana 

mitocondrial externa. 
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IV. JUSTIFICACIÓN 

La única mitocondria del espermatozoide de erizo de mar, provee la energía suficiente para 

impulsar el nado de la célula. Y aunque la estimulación del espermatozoide con speract o con los 

inhibidores mitocondriales alteren la respiración mitocondrial y la homeostasis de Ca2+
i, se 

desconoce la participación de la mitocondria en la vía de señalización del speract en el 

espermatozoide de erizo de mar. 

 

 

V. HIPÓTESIS 
La mitocondria participa en la vía de señalización del speract. 

 

VI. OBJETIVOS 

6.1. OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la participación de la mitocondria en la respuesta a speract de los espermatozoides de erizo 

de mar.  

 

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Encontrar la concentración de la rodamina-123 que marque a la mitocondria del espermatozoide 

de erizo de mar específicamente.  

 

2. Caracterizar los cambios en el potencial de la membrana mitocondrial (ΔΨ) inducidos por 

speract. 

 

3. Investigar si el speract altera los niveles de NADH.    

 

5. Evaluar la participación de la CPT-I sobre el ΔΨ y en el aumento en los niveles de NADH 

inducidos por speract. 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS  

7.1. Reactivos 

La digitonina, la antimicina A, la oligomicina, la rotenona, la valinomicina, el CCCP (carbonyl 

cyanide m-chlorophenylhydrazone), la nigericina, la perhexilina, el etomoxir, el ácido cinámico, 

el gosipol, el octanoato de sodio y el NH4Cl se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

EUA.). El cianuro de potasio y el CGP-37157 (7-chloro-5-(2-chlorophenyl)-1,5-dihydro-4,1-

benzothiazepin-2(3H)-one) se obtuvieron de J.T. Baker (Edo. México, México) y de Calbiochem 

(Edo. México, México), respectivamente. El Hoechst (No. 33258), la rodamina-123 (rod-123) y el 

BCECF-AM fueron de Life Technologies (México, D.F). El octanoato de sodio, la digitonina, el 

NH4Cl, el KCN y el etomoxir se disolvieron en agua destilada, y el resto de los reactivos en 

dimetilsulfóxido (DM). Todos los stocks se almacenaron en alícuotas de 50 µl a -20 ºC hasta su 

uso. 

 

El medio intracelular (MI) (modificado de: Castellano et al., 1995) contiene (en mM): manitol 750, 

KCl 0.1, NaCl 30, MgCl2 5, EGTA 1, HEPES 40, Succinato 5 a pH 7.2.  

 

El agua de mar artificial (AMA) contiene (en mM): NaCl 485, KCl 10, CaCl2 10, MgCl 26, MgSO4 

30, NaHCO3 2.5, Hepes 10, EDTA 0.1 a pH 7.8. El AMA1Ca es AMA pH 7.0 que contiene CaCl2 

1 mM y el AMA0Ca es AMA carente de CaCl2 conteniendo EGTA 30 µM (pH 7.8), lo cual deja 

una concentración final de Ca2+ de 110 nM. La osmolaridad de las AMA’s se determinó con el 

osmómetro VAPRO® modelo 5520, como lo indica el manual. En todos los casos la osmolaridad 

fue de 950-1000 mOsm. 

 

7.2. Muestra biológica 

Utilizamos los espermatozoides de erizo de mar de las especies Strongylocentrotus purpuratus, los 

cuales se obtuvieron de Pamanes S.A. de C.V. BC, México. Los espermatozoides de erizo de mar 

los obtuvimos inyectando 0.5 a 1 ml de KCl 0.5 M en la región intracelómica y los almacenamos 

“secos” a 4 ºC, máximo 12 h antes de iniciar el experimento.  
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7.3. Calibración del potencial de membrana mitocondrial en los espermatozoides de erizo de 

mar permeabilizados con digitonina 

 

7.3a. Permeabilización selectiva de los espermatozoides de erizo de mar con digitonina 

Los indicadores fluorescentes del ΔΨ se distribuyen en la matriz mitocondrial y en el medio 

extracelular, ya sea en mitocondrias aisladas o en las células eucariotas permeabilizadas 

selectivamente, facilitando las mediciones cuantitativas de ΔΨ (Kuznetsov et al., 2008). Con la 

idea de determinar el ΔΨ en el espermatozoide de erizo de mar, permeabilizamos las células con 

el detergente no iónico digitonina que remueve el colesterol de las membranas biológicas 

(Castellano et al., 1995). El grado de alteración de la permeabilidad de la membrana plasmática de 

los espermatozoides de erizo de mar tratados con digitonina se monitoreó con el indicador 

fluorescente hoechst (λex 365, λem 470 nm (Castellano et al., 1995)). El hoechst es una molécula 

hidrofílica que difunde rápidamente al interior de las células permeabilizadas. La interacción del 

hoechst con las bases nitrogenadas del ácido desoxirribonucleico localizado en el núcleo celular, 

produce cambios estructurales en el fluoróforo aumentando su fluorescencia. La intensidad de la 

fluorescencia emitida por el hoechst indica el grado de la permeabilidad de la membrana plasmática 

ocasionada por la presencia de digitonina.   

  

Los registros de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorómetro SLM 8000 Aminco™ con 

temperatura controlada a 14 ºC y agitación constante. Se transfirieron 10 µl de espermatozoides 

(~10 millones) diluidos (1:10) en medio intracelular (MI) a una celda de vidrio conteniendo 0.8 ml 

de MI y 2 µM de Hoechst, y a los 20 s de iniciado el registro se adicionaron las diferentes 

concentraciones (0.002 - 0.2 mM) de digitonina.  

 

La viabilidad celular de los espermatozoides permeabilizados con digitonina se evalúo de manera 

indirecta cuantificando la reacción acrosomal. Morfológicamente, los espermatozoides 

reaccionados se distinguen por la aparición del túbulo acrosomal en el ápice de la cabeza (Fig. 7A) 

Para ello, los espermatozoides diluidos (1:1000) en MI pH 7.8 suplementado con 5 µM de CaCl2 

conteniendo o no digitonina, se incubaron por 2 minutos a 14 ºC. La reacción acrosomal de los 

espermatozoides se cuantificó observando las células en un microscopio de contraste de fases con 

el objetivo 100X. 
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7.3b. Calibración del potencial de membrana mitocondrial en los espermatozoides 

permeabilizados 

La rodamina-123 es una molécula lipofílica catiónica que se acumula en la mitocondria en función 

de su ΔΨ  que es altamente negativo (aproximadamente de -180 mV) (Schneckenburger et al., 

2004). La pérdida del ΔΨ resulta en la liberación de este fluoróforo de la mitocondria hacia el 

citoplasma disminuyendo su concentración en la matriz mitocondrial; como consecuencia la 

fluorescencia aumenta, lo cual indica una despolarización de la mitocondria (Foster et al., 2006; 

Zamzami et al., 2007).  

 

Para calibrar el ΔΨ en los espermatozoides de erizo de mar permeabilizados con digitonina, 

utilizamos la rodamina-123 (rod-123, λex 497 y λem 523 nm (Emaus et al., 1986)). Diez µl de los 

espermatozoides permeabilizados con digitonina, se transfirieron a una celda conteniendo 0.8 ml 

de MI, 30 nM de rod-123 y diferentes concentraciones de KCl (0.1 – 160 mM). Las células se 

incubaron 1 min a 14ºC con agitación constante y a los 20 s de iniciado el registro se adicionaron 

diferentes concentraciones de antimicina (0.01 - 3 µM) o de cianuro de potasio (KCN, 0.025 - 6 

mM), inhibidores de los complejos III y IV de la CTE, respectivamente, o 1 µM de oligomicina 

(inhibidor de la FOF1-ATPsintasa). A los 60 segundos del mismo registro se agregó el ionóforo de 

K+ valinomicina (2 µM) para establecer un potencial de membrana en función de la [K+]. Los 

valores de ΔΨ se obtuvieron con la ecuación de Nernst (Baracca et al., 2003), que determina el 

potencial eléctrico que se establece en una membrana selectivamente permeable a un ion:  

 

E = 2.3(RT/zF) log([X]o/[X]i)  

 

donde E es el potencial eléctrico de membrana (Voltios, V); R es la contante de los gases (8.314 

J*Mol-1*ºK-1); T, es la temperatura absoluta (287 ºK); z, es la carga del ión; F, es la constante de 

Faraday (96,4867 J*Mol-1*V-1); [X]o y [X]i, son las concentraciones externa e interna de K+, 

respectivamente.        

        

7.4. Distribución de la rodamina-123 en los espermatozoides intactos de erizo de mar 

El estado energético mitocondrial está directamente relacionado con la movilidad del 

espermatozoide de erizo de mar (Christen et al., 1983; Schackmann et al., 1984). El ΔΨ de las 



16 
 

células intactas puede evaluarse cualitativamente con los indicadores fluorescentes sensibles a 

cambios de voltaje como la rodamina-123 (rod-123) (Schneckenburger et al., 2004). Para conocer 

la distribución de este fluoróforo en el espermatozoide del erizo de mar, incubamos las células 

diluidas (1:10) en AMA1Ca con diferentes concentraciones (5-20 µM) de rod-123 a 14 °C durante 

3 h en la oscuridad. Los espermatozoides cargados con el fluoróforo se diluyeron 1:1000 en AMA 

y 10 µl de esta dilución se transfirieron a un portaobjetos, para observarse en un microscopio de 

epifluorescencia. La distribución del colorante en la célula completa se registró mediante 

microscopia confocal (confocal microscope Zeiss, LSM510).  

 

7.5. Determinaciones fluorométricas de potencial de membrana mitocondrial, de los niveles 

de nicotinamida adenina dinucleótido reducido y de pH intracelular en los espermatozoides 

intactos 

La fluorescencia de los espermatozoides se registró de acuerdo con lo reportado por Rodríguez y 

Darszon, (2003) y se describe a continuación. Los espermatozoides diluidos (1:10 en AMA1Ca) 

se incubaron a 14 °C durante 3 h en la oscuridad, en ausencia (para la determinación de NADH por 

autofluorescencia -λex 350 y λem 460 nm- (Foster et al., 2006)) o en presencia de 10 µM de rod-123 

(para la evaluación del Ψ -λex 497 y λem 523 nm- (Emaus et al., 1986)) o de 0.5 µM de BCECF-

AM (indicador de pHi -λex dual 438 y 500 nm; λem 550 nm- (Nishigaki et al., 2001)). El colorante 

libre se eliminó por centrifugación a 1000 xg durante 5 min a 4 ºC, y el precipitado se resuspendió 

en el volumen original de AMA1Ca, excepto cuando las células se incubaron en ausencia de 

fluoróforo, que se diluyeron a 1/3 del volumen original de AMA1Ca. Para los registros 

fluorométricos se transfirieron 10 µl de espermatozoides a una celda redonda conteniendo 0.8 ml 

de AMA o AMA0Ca a 14 °C con agitación constante. A los 10 s de iniciado el registro se agregó 

el speract, el NH4Cl, o los inhibidores de la mitocondria, de la CPT-I o de la lactato deshidrogenasa. 

 
Como los nucleótidos de piridina son también indicadores del metabolismo energético 

mitocondrial, utilizamos su fluorescencia intrínseca para determinar los niveles de los mismos. 

Puesto que las propiedades espectroscópicas del NADH y del NAD(P)H son idénticas, los registros 

de autofluorescencia (λex 360 y λem 450 nm) colectan la fluorescencia de ambos nucleótidos (Eng 

et al., 1989; Huang et al., 2002)). No obstante, en los espermatozoides de erizo de mar no hay 

glucólisis (Hansbrough et al., 1980; Rothschild, 1948) y su metabolismo es principalmente 
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oxidativo (Mita y Nakamura, 1998), por tanto la señal de la fluorescencia obtenida corresponde 

principalmente al NADH.  

 

7.6. Estadística 

Los registros de fluorescencia se adquirieron con el programa OLIS Globalworks 4.2 y los datos 

obtenidos de los registros se procesaron con Microsoft Excel, R project y Origin 6.0. Los datos de 

fluorescencia (F) se normalizaron con el promedio de la fluorescencia (Fo) antes de la adición de 

los agonistas o de los inhibidores y se expresan como (F/Fo - 1). Los valores de fluorescencia 

reportados son la media ± ES (error estándar de la media). Para las evaluaciones estadísticas se 

utilizó la prueba t de Student o la ANOVA de una vía complementada con la prueba de Tukey. Se 

consideraron diferencias estadísticamente significativas cuando p < 0.05.  
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VIII. RESULTADOS 

8.1. La digitonina permeabiliza selectivamente la membrana plasmática de los 

espermatozoides de erizo de mar 

El ΔΨ es uno de los parámetros que se utilizan para evaluar la integridad de la función mitocondrial 

(Kuznetsov et al., 2008). Para determinar el ΔΨ en los espermatozoides de erizo de mar, 

permeabilizamos las células con digitonina que altera selectivamente la permeabilidad de las 

membranas biológicas debido a la presencia de colesterol, el cual está prácticamente ausente en la 

MMI (Colbeau et al., 1971). Debido a esta diferencia Castellano et al., (1995) lograron 

permeabilizar selectivamente la membrana plasmática del espermatozoide de erizo de mar, 

dejándolo en condiciones en las que aún es capaz de llevar a cabo la reacción acrosomal. Para 

determinar el grado de alteración de la permeabilidad de la membrana plasmática de los 

espermatozoides de S. purpuratus, expusimos las células a diferentes concentraciones de digitonina 

(0.002 - 0.2 mM). La Fig. 6A, B muestra que concentraciones mayores a 0.03 mM de digitonina 

permeabilizan parcialmente la membrana plasmática del espermatozoide mientras que 0.25% de 

tritón X-100 la solubiliza completamente (Fig. 6, Tritón). Las concentraciones de 0.12 y 0.2 mM 

de digitonina, permeabilizaron completamente la membrana plasmática del espermatozoide. 

Debido a lo anterior, evaluamos la viabilidad de los espermatozoides permeabilizados, en presencia 

de las concentraciones de digitonina mencionadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 6. La digitonina aumenta la permeabilidad de la membrana plasmática de los espermatozoides de S. purpuratus. 

(A) Trazos representativos del cambio de fluorescencia de los espermatozoides incubados con hoechst, tratados con 

diferentes concentraciones de digitonina (0.002 - 0.2 mM, indicado con la flecha). (B) Resumen estadístico de los 

experimentos realizados en A, evaluando el cambio de fluorescencia a los 50 s después de agregar las diferentes 
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concentraciones de digitonina. Las determinaciones se hicieron en una celda de vidrio conteniendo 10 millones de 

espermatozoides en 0.8 ml de MI y 2 µM de hoechst. Los valores representan la media ± ES, n = 3-4. *p < 0.05; ***p 

< 0.001.   

 

8.2. Los espermatozoides permeabilizados con digitonina son viables   

La RA que experimenta el espermatozoide previo a la fecundación del óvulo puede inducirse de 

manera natural o artificial. En el erizo de mar los inductores fisiológicos de la RA son: la envoltura 

(gelatina) del óvulo homólogo y el polímero de fucosa sulfatada (PFS, Hirohashi et al., 2008). En 

este modelo la RA también se puede inducir artificialmente en presencia de Ca2+ ya sea aumentando 

el pHi a 9.0 o mediante ionóforos de Ca2+ como el A23187 (Wright et al., 1986). Para evaluar la 

viabilidad celular de los espermatozoides permeabilizados con digitonina, contabilizamos aquellos 

que experimentaron la RA de forma artificial, como reportaron Castellano et al., (1995). La Fig. 

7A muestra la morfología de los espermatozoides reaccionados, los cuales se distinguen por 

presentar el túbulo acrosomal (lado izquierdo). Como se esperaba, la Fig. 7B muestra que el 95% 

de los espermatozoides permeabilizados con digitonina experimentaron la RA inducida 

artificialmente, indicando que son viables, de acuerdo con lo reportado (Castellano et al., 1995). 

Con base en lo anterior, seleccionamos la concentración de 0.12 mM de digitonina para 

permeabilizar la membrana plasmática de los espermatozoides que utilizamos para determinar el 

ΔΨ.   

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 7. Los espermatozoides permeabilizados con digitonina son viables. (A) Microfografía electrónica que contrasta 

la morfología de un espermatozoide reaccionado (a la derecha) de uno que no lo está (a la izquierda). La fecha indica 

la presencia del túbulo acrosomal. Tomada de: Castellano et al., 1995. (B) Resumen estadístico de los espermatozoides 

que experimentaron la reacción acrosomal. Para ello, los espermatozoides de erizo de mar diluidos (1:1000) en MI a 

pH 7.8 suplementado con CaCl2 5 μM conteniendo o no digitonina. Las barras representan la media ± ES, n = 3. 



20 
 

8.3. Determinación del potencial de membrana mitocondrial en los espermatozoides 

permeabilizados con digitonina  

Se sabe que en las mitocondrias aisladas o en células permeabilizadas, el ΔΨ mantiene una relación 

directa con el gradiente de K+ (Di Lisa et al., 1995; Schackmann et al., 1984). Para determinar el 

ΔΨ de los espermatozoides permeabilizados con digitonina, expusimos las células con el indicador 

de Ψ, rod-123, que a concentraciones menores de 100 nM relaciona de manera lineal la intensidad 

de la fluorescencia de rod-123 con la concentración externa de KCl (Baracca et al., 2003). 

Inicialmente, inhibimos la actividad del complejo III (con antimicina A) o IV (con KCN) de la 

CTE en los espermatozoides permeabilizados y cargados con 30 nM de rod-123. La Fig. 8A, B 

muestra que la antimicina despolariza la mitocondria de una manera que depende de su 

concentración, y que esta respuesta se satura con 1 µM. Resultados similares se obtuvieron con 

KCN (Fig. 8C, D), cuya respuesta se satura con 1 mM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 8. La antimicina y el cianuro de potasio despolarizan la mitocondria de los espermatozoides permeabilizados. (A) 

Trazos representativos del aumento de fluorescencia (despolarización de la mitocondria o disminución del Ψ) de los 
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espermatozoides permeabilizados con digitonina y cargados con 30 nM de rod-123, tratados con diferentes 

concentraciones de antimicina (0.01 - 3 µM) o (C) KCN (0.025 - 6 mM). La flecha indica la adición de los inhibidores. 

(B), (D) Muestran el resumen de los experimentos realizados como en A o en C respectivamente, evaluando el cambio 

de fluorescencia a los 50 s. Las barras representan la media ± ES, n = 3-4. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.  

 

Este resultado indica que la mitocondria de los espermatozoides permeabilizados con digitonina 

mantienen el ΔΨ íntegro y que concentraciones ≥ 0.1 μM de antimicina o ≥ 0.5 mM de KCN 

inhiben la actividad de la CTE. Dichas concentraciones están dentro del intervalo utilizado en 

mitocondrias aisladas (Baracca et al., 2003; Xiong et al., 2010; Zhang et al., 2009), lo cual es 

equivalente a tener los espermatozoides permeabilizados.   

 

Después de inhibir la actividad de la CTE que alimenta el ΔΨ, expusimos las células a diferentes 

concentraciones de KCl externo. Bajo esta condición el ΔΨ depende del gradiente electroquímico 

de K+ (Di Lisa et al., 1995). Para esto, diluimos los espermatozoides permeabilizados en MI 

conteniendo diferentes concentraciones (0.1 - 40 mM) de KCl tratados con el ionóforo de K+, 

valinomicina, en presencia de 0.5 µM de antimicina o de 0.5 mM de KCN. La Fig. 9A, B  muestra 

los cambios de fluorescencia (debida a rod-123) inducidos con valinomicina a las diferentes 

concentraciones de KCl externo.  

 

Los valores de ΔΨ se obtuvieron al sustituir las diferentes concentraciones de KCl externo en la 

ecuación de Nernst y se asumió la [K+]mit de 180 mM, de acuerdo con lo reportado para el 

espermatozoide de erizo de mar (Castellano et al., 1995). Resultados similares se obtuvieron en los 

espermatozoides tratados con KCN (Fig. 9C, D).  
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Fig. 9. Calibración del potencial de membrana mitocondrial de los espermatozoides permeabilizados. (A) Trazos 

representativos del cambio de fluorescencia de los espermatozoides permeabilizados y cargados con rod-123 30 nM, 

tratados con antimicina (AA) 0.5 µM o (C) con KCN 0.5 mM, y valinomicina (val) 2 µM. Las flechas indican las 

adiciones. (B), (D) Muestra la correlación del cambio de fluorescencia evaluada como en (A) o en (C) a los 160 s con 

el ΔΨ calculado con la ecuación de Nernst. Los datos se ajustaron con la Ec. de la recta (en gris). Los valores 

representan la media ± ES, n = 4-5.  

 

Además de la CTE, la FOF1-ATPsintasa participa activamente en la regulación de ΔΨ, la principal 

fuerza impulsora que utiliza esta enzima para la síntesis de ATP (Foster et al., 2006). La FOF1-

ATPsintasa tiene la capacidad de funcionar en ambos sentidos de la reacción (ATP  ADP + 

Pi); es decir, sintetizar ATP o acoplar la hidrólisis de esta molécula con la expulsión de H+ al 

espacio intermembranal para regenerar el ΔΨ (Quarato et al., 2011). De acuerdo con esto, 

determinamos la contribución de la FOF1-ATPsintasa (cuya actividad es sensible a oligomicina) 
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sobre el ΔΨ. La Tabla 1 muestra los valores de ΔΨ de los espermatozoides permeabilizados en 

condiciones de reposo (succinato) o tratados con diferentes inhibidores mitocondriales.  

 

 

 

 

 

 
 

Tabla I. Determinación del potencial de membrana mitocondrial de los espermatozoides permeabilizados. Los valores 

del ΔΨ se obtuvieron a partir de los datos de las Fig. 8 y 9. El ΔΨ en condiciones de reposo corresponde a los 

espermatozoides permeabilizados y diluidos en MI (succinato), en presencia de oligomicina, de antimicina o de KCN. 

Los valores representan la media ± ES, n = 3-4. *p < 0.05, ***p < 0.001.  

 

Nuestros resultados indican que la antimicina o el KCN, despolariza la mitocondria de los 

espermatozoides permeabilizados en tanto que la oligomicina la hiperpolariza, y es congruente con 

el hecho de que tanto la CTE como la FOF1-ATPsintasa contribuyen en la regulación del ΔΨ. 

Considerando todo lo anterior y como está reportado (Emaus et al., 1986), encontramos que la rod-

123 monitorea las variaciones de ΔΨ de los espermatozoides permeabilizados, en una temporalidad 

de segundos. Debido a lo anterior, decidimos evaluar el ΔΨ en espermatozoides intactos de erizo 

de mar de la especie S. purpuratus. 

 

8.4. La rodamina-123 marca la mitocondria de los espermatozoides intactos de erizo de mar 

El ΔΨ es un parámetro que indica el estado energético mitocondrial (Kuznetsov et al., 2008), que 

impulsa la síntesis de ATP y regula los flujos iónicos, entre ellos la entrada de Ca2+ a la mitocondria 

(Kirichok et al., 2004; Wiedenmann et al., 2008). Para determinar la concentración de rod-123, que 

marque con fluorescencia específicamente la mitocondria de los espermatozoides intactos, 

expusimos las células a diferentes concentraciones (5-20 µM) del fluoróforo. Nuestros resultados 

indican que 5 y 10 µM de rod-123, marcan selectivamente la mitocondria de los espermatozoides 

de S. purpuratus (Fig. 10A), y que a la concentración de 20 µM, la rod-123 se distribuye también 

en el citoplasma y en el acrosoma de algunas células. Como era de esperarse, el tratamiento con el 

protonóforo CCCP (un desacoplante mitocondrial que estimula el consumo de oxígeno 
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independiente de la actividad de la FOF1-ATPsintasa) aumentó la fluorescencia de los 

espermatozoides marcados con 5 y 10 µM de rod-123, indicando una disminución del ΔΨ (o una 

despolarización de la mitocondria) (Fig. 10B).  

 

Dado que el CCCP afecta el ΔpH y el ΔΨ, nos preguntamos si el cambio de la fluorescencia de la 

rod-123 se debe a alteraciones en el ΔpH o en el ΔΨ. Para responder esta pregunta, evaluamos el 

efecto de la valinomicina (un ionóforo de K+ que disipa el ΔΨ (Johnson et al., 1981)) o el de la 

nigericina (un intercambiador de H+/K+ que colapsa el ΔpH (Akhmedov et al., 2010; Smiley et al., 

1991)), sobre el ΔΨ, y encontramos que la valinomicina aumenta la fluorescencia de los 

espermatozoides marcados con rod-123, mientras que la nigericina la disminuye ligeramente (Fig. 

10C), lo cual indica que los cambios de fluorescencia de la rod-123, corresponden al ΔΨ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fig. 10. La rodamina-123 marca la mitocondria de los espermatozoides intactos de S. purpuratus. (A) Los 

espermatozoides (diluidos 1:1000 en AMA) se marcaron con diferentes concentraciones (5-20 µM) de rod-123, como 
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se describió en Materiales y Métodos. Los paneles de la izquierda muestran la distribución de la fluorescencia de rod-

123 en el espermatozoide por microscopía confocal, y los paneles de la derecha, la sobre-posición con las imágenes de 

contraste de fases observadas con un objetivo de 100x. (B) Registros representativos de los cambios de fluorescencia 

de espermatozoides cargados con 5 o 10 µM de rod-123 y tratados con 1 µM de CCCP, o (C) espermatozoides cargados 

con 10 µM de rod-123 y tratados con 5 µM de valinomicina o con 10 µM de nigericina. Las flechas indican las 

adiciones. Los insertos muestran el resumen estadístico del cambio de fluorescencia evaluada a los 30 s después de 

agregar el CCCP (B), dimetilsulfóxido (DM) como control, valinomicina (V) o nigericina (N) (C). Las imágenes en 

(A) son representativas y los registros en (B, C) son el promedio de 3 experimentos independientes. Las barras 

representan la media ± ES, * p <0.05. ** p <0.01. 

 

Con base en lo anterior, seleccionamos la concentración de 10 µM de rod-123 para evaluar el ΔΨ 

de los espermatozoides de erizo de mar, además de que dicha concentración está dentro de los 

límites reportados en varios sistemas para ese fin (Foster et al., 2006; Kahlert et al., 2008; 

Schneckenburger et al., 2004; Toescu y Verkhratsky, 2000; Wyatt y Buckler, 2004) 

 

8.5. El speract despolariza la mitocondria de los espermatozoides de S. purpuratus 

Aunque está reportado que la unión del speract a su receptor activa la respiración y la movilidad 

de los espermatozoides sin alterar el Ψ, debe señalarse que estos resultados se obtuvieron 

incubando los espermatozoides por periodos prolongados (> 3 h) (Christen et al., 1982; Repaske y 

Garbers, 1983; Schackmann et al., 1984). Ahora sabemos que los cambios (en el pHi, en la [Ca2+]i 

y en la [Na+]i, entre otros) inducidos por speract en poblaciones de espermatozoides, ocurren en 

segundos (Rodríguez y Darszon, 2003). Considerando lo anterior, evaluamos si el speract causa 

cambios rápidos en el ΔΨ en poblaciones de espermatozoides de S. purpuratus. La Fig. 11A, B 

muestra que concentraciones ≥ 0.25 pM de speract despolarizan la mitocondria del espermatozoide 

de erizo de mar, y que esta despolarización se bloquea aumentando la concentración de KCl 

extracelular ([KCl]ext) de 10 mM (concentración normal en el AMA) a 40 mM, que inhibe toda la 

cascada de señalización disparada por speract con la excepción del aumento en el GMPc 

(González-Martínez y Darszon, 1987). La hiperpolarización inicial de la membrana plasmática del 

espermatozoide inducida por speract se debe a la apertura del canal de K+ tretra-KCNG. En esta 

vía, con la excepción del aumento del GMPc, la alta [K+]ext inhibe la hiperpolarización y bloquea 

la cascada de señalización disparada por speract. Como no hay un inhibidor específico para el canal 

tetra-KCNG, usamos esta estrategia como un control de la especificidad de la respuesta del 

espermatozoide al speract.  
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Fig. 11. El speract despolariza la mitocondria de los espermatozoides de S. purpuratus. (A) Trazos representativos del 

cambio de fluorescencia del Ψ de los espermatozoides estimulados con diferentes concentraciones (0.025 - 1 nM) de 

speract en ausencia o en presencia (speract 0.5 nM) de 40 mM de KCl, el cual se agregó un minuto antes de la adición 

del péptido. La flecha indica la adición del speract. (B) Resumen de los experimentos realizados en (A) a 

concentraciones de 0.025 - 100 nM de speract. La línea es el ajuste de los datos a la ecuación de Boltzmann. El cambio 

de fluorescencia se evalúo a los 7 s después de agregar el speract, tiempo en el cual la [Ca2+]i frecuentemente alcanza 

el máximo. El número de experimentos independientes se indica sobre las barras de error. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p 

< 0.001. 

 

8.6. El speract despolariza la mitocondria de los espermatozoides independientemente de la 

concentración extracelular de Ca2+ 

El speract produce un aumento en la [Ca2+]i que depende de la [Ca2+]ext en los espermatozoides de 

erizo de mar (Schackmann y Chock, 1986; Wood et al., 2003, 2007), que podría influir en la 

mitocondria, lo cual es importante para la homeostasis del Ca2+ intracelular. Considerando lo 

anterior, examinamos si la despolarización de la mitocondria de los espermatozoides inducida por 

speract depende de la [Ca2+]ext. Contra lo esperado, encontramos que dicho péptido despolariza la 

mitocondria aun cuando los espermatozoides estén en agua de mar artificial (AMA) conteniendo 

únicamente 110 nM de Ca2+ (AMA0Ca, Fig. 12), condición que elimina el aumento en la [Ca2+]i 

(Schackmann y Chock, 1986); es importante recordar que la concentración normal de Ca2+ en el 

AMA es de 10 mM. La Fig. 12B también muestra que la despolarización de la mitocondria  

inducida por speract es mayor en AMA0Ca que en AMA (ver discusión). El control en alta 

concentración de K+ externo ([K+]ext), muestra como se esperaba, la dependencia de la respuesta a 

la hiperpolarización inicial de la membrana plasmática disparada por el speract. 
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Fig. 12. El speract despolariza la mitocondria de los espermatozoides independientemente de la concentración 

extracelular de Ca2+. (A) Trazos representativos del cambio de fluorescencia de Ψ de los espermatozoides estimulados 

con 0.5 nM de speract en presencia (AMA) o en ausencia (AMA0Ca) de Ca2+ externo. Se utilizó 40 mM de KCl como 

control de la especificidad de la respuesta a speract en AMA, la flecha indica la adición de speract. (B) Resumen 

estadístico de los experimentos realizados en (A), evaluando el cambio de fluorescencia a los 7 s después de agregar 

el speract. Las barras representan la media ± ES, n = 4-6. *p < 0.05.  

  

8.7. El aumento artificial de pH intracelular despolariza la mitocondria de los 

espermatozoides  

Como ya mostramos, el speract disminuye el Ψ de los espermatozoides de erizo de mar aún en 

AMA0Ca, condición en la que el péptido eleva el pHi de la célula (Schackmann y Chock, 1986). 

Por lo tanto, la despolarización de la mitocondria inducida por este decapéptido podría deberse al 

aumento de pHi. Está reportado que al igual que speract el NH4Cl aumenta el pHi, la [Ca2+]i y activa 

tanto la respiración como la movilidad de espermatozoides de S. purpuratus (Hansbrough y 

Garbers, 1981; Repaske y Garbers, 1983; García-Soto et al., 1987). Se sabe, que el aumento en el 

pHi, en la respiración y en la movilidad ocurren independientes de la [Ca2+]ext (Christen et al., 1982, 

1983; Schackmann et al., 1984; Rodríguez y Darszon, 2003). Como controles, nosotros 

corraboramos que el speract aumenta el pHi independientemente de la [Ca2+]ext y que esta respuesta 

se inhibe por una alta [K+]ext. Como lo anticipamos, la adición de NH4Cl alcaliniza el pHi inclusive 

en presencia de una alta [K+]ext (Fig. 13). Además, se observó que el aumento en el pHi inducido 

por el speract, es mayor en los espermatozoides de la condición de AMA0Ca.          
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Fig. 13. El speract aumenta el pH intracelular de los espermatozoides independientementemente de la concentración 

extracelular de Ca2+. (A) Trazos representativos del cambio de pHi (ΔpHi) en los espermatozoides estimulados con 15 

mM de NH4Cl o con 0.5 nM de speract en presencia (AMA) o en ausencia de Ca2+ externo (AMA0Ca), o pre-tratados 

con 40 mM de KCl. La flecha indica las adiciones. (B) Resumen estadístico de los experimentos realizados en (A) 

evaluando el cambio de fluorescencia a los 7 s después de las adiciones. Las barras representan la media ± ES, n = 4-

5. *p < 0.05; ***,#p < 0.001. 

 

De acuerdo con nuestras espectativas, encontramos que la adición de NH4Cl despolariza la 

mitocondria de los espermatozoides ya sea en presencia (Fig. 14A y B) o ausencia de la [Ca2+]ext 

(Fig. 14C y D).  A diferencia de la disminución de ΔΨ inducido por speract que se inhibe por una 

alta [K+]ext, el NH4Cl despolariza la mitocondria independientemente de la [K+]ext (Fig. 14A 

inserto). Nuestros resultados sugieren que de las respuestas inducidas por la unión de speract a su 

receptor, es el aumento de pHi, y no la elevación de la [Ca2+]i o del GMPc, el que está relacionado 

con la despolarización de la mitocondria de los espermatozoides.   
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Fig. 14. El aumento artificial de pH intracelular mediante la adición de NH4Cl despolariza la mitocondria del 

espermatozoide, incluso en ausencia de Ca2+ externo. Trazos representativos del cambio de fluorescencia de Ψ de los 

espermatozoides tratados con diferentes concentraciones (5 - 20 mM) de NH4Cl (A), o con 10 mM de NH4Cl en 

presencia (AMA) o en ausencia (AMA0Ca) de Ca2+ externo (C). El inserto muestra la respuesta a 10 mM de NH4Cl 

en espermatozoides previamente expuestos a 40 mM de KCl + 0.5 nM speract. El control corresponde a la adición de 

AMA como vehículo. Las flechas indican la adición de NH4Cl o del vehículo. (B) y (D) Resumen estadístico de los 

experimentos realizados en A o en C, evaluando el cambio de fluorescencia a los 7 s después de la adición. Las barras 

representan la media ± ES, n = 3-6. ***p<0.001.  

 

Considerando que la despolarización de la mitocondria inducida por speract está relacionada con 

el aumento del pHi, examinamos cómo se afecta dicho cambio inducido por speract en presencia 

de compuestos que alteran la función mitocondrial. Primero se evaluó el efecto del protonóforo 

CCCP y de la rotenona (inhibidor del complejo I de la CTE), y causaron una acidificación aparente 

en los espermatozoides (Fig. 15A y B). Sin embargo, el hecho de que el colapso del ΔpH 

mitocondrial con CCCP elimine la aparente disminución de pHi inducida por la rotenona (Fig. 

15B), sugiere que en los espermatozoides de S. purpuratus, el BCECF también podría estar 



30 
 

entrando a la mitocondria, indicando que dicho organelo contribuye en los cambios de 

fluorescencia observados en las células. Como se esperaba, la oligomicina, un inhibidor específico 

de la FOF1-ATPsintasa, no alteró el pHi de los espermatozoides (Fig. 15A y B). El pretratamiento 

de los espermatozoides con rotenona u oligomicina, no altera significativamente el cambio de pHi 

inducido por speract (Fig. 15C y D); no obstante, el hecho de que el pretratamiento con 2 µM de 

CCCP inhibió parcialmente la respuesta inducida por speract (Fig. 15C y D), sugiere que el péptido 

también aumenta el pH mitocondrial. Estos resultados indican que los efectos causados por la 

rotenona u oligomicina no están relacionados con el aumento de pHi inducido por speract debido a 

sus blancos mitocondriales.        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 15. La rotenona y el CCCP causan una acidificación aparente. (A) Trazos representativos del cambio 

de pHi (ΔpHi) en los espermatozoides tratados con dimetilsulfóxido (DM, control), 2 µM de oligomicina 

(Oli), 1 µM de rotenona (Rot) o 2 µM de CCCP, o (C) 0.5 nM de speract se adicionó 2 min después de los 

inhibidores. Las flechas indican las adiciones. (B) y (D) Resumen de los experimentos realizados en A o en 
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C, respectivamente. Los cambios de pHi se midieron a los 60 s después de adicionar los inhibidores 

mitocondriales o el CCCP, o a los 7 s después de agregar el speract. Las barras representan la media ± ES, 

n = 3-5. *p<0.05; **p<0.01. 

 

El CCCP y la rotenona inducen una acidificación en el espermatozoide, la cual podría explicarse 

por la actividad reversa de la FOF1-ATPasa que expulsa los H+ de la mitocondria, acidificando el 

citoplasma. Para saber si dicha acidificación depende de la FOF1-ATPasa, pre-incubamos las 

células durante 3 minutos con 2 µM de oligomicina y luego las expusimos a CCCP (2 µM) o a 

rotenona (2 µM). La Fig. 16 muestra que ambos compuestos disminuyeron el pHi 

independientemente de la actividad de la FOF1-ATPasa, y este efecto también se observó en los 

espermatozoides permeabilizados con 100 µM de digitonina, concentración a la cual demostramos 

que la mitocondria es funcional (Fig. 7). Estos resultados confirman que el indicador BCECF AM 

entra a la mitocondria, y que tanto el CCCP como la rotenona acidifican la mitocondria 

independiente de la FOF1-ATPasa.         

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 16. El CCCP y la rotenona acidifican la mitocondria del espermatozoide. Los cambios de pH se registraron en los 

espermatozoides cargados con BCECF AM como se describió en Materiales y Métodos. Los cambios se evaluaron a 

los 120 s después de la adición de dimetilsulfóxido (DM, control), 2 µM de oligomicina (Oli), 2 µM de rotenona (Rot), 

2 µM de CCCP o pretratados durante 3 min con 100 µM de digitonina (Dig) que permeabiliza selectivamente la 

membrana plasmática del espermatozoide, y luego los expusimos a la misma concentración de rotenona o de CCCP. 

Las barras representan la media ± ES, n = 3.            
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8.8. La despolarización de la mitocondria inducida por speract depende parcialmente de la 

actividad de la FOF1-ATPsintasa 

La activación de la respiración y de la movilidad de los espermatozoides están relacionadas con la 

síntesis de ATP mitocondrial (Christen et al., 1983). Está reportado que a medida que la FOF1-

ATPasa mitocondrial sintetiza ATP, la mitocondria se despolariza parcialmente (Baracca et al., 

2003). Para determinar si la despolarización de la mitocondria del espermatozoide inducida por 

speract, depende de la actividad de la FOF1-ATPsintasa, expusimos los espermatozoides a la 

oligomicina. La Fig. 17A, C muestra que con la oligomicina se hiperpolariza la mitocondria del 

espermatozoide y que la despolarización inducida por speract es mayor en los espermatozoides 

expuestos a oligomicina (Fig. 17B, C). Esta observación indica que además de la FOF1-ATPsintasa 

que contribuye a la despolarización de la mitocondria inducida speract, existen otros componentes 

importantes en la cascada de señalización activada por speract que podrían estar implicados en este 

evento. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fig. 17. La despolarización de la mitocondria inducida por speract depende parcialmente de la actividad de la FOF1-

ATPsintasa. Registros representativos del cambio de fluorescencia del ΔΨ de los espermatozoides tratados con: 

dimetilsulfóxido (DM) como control, 2 µM de oligomicina (Oli) (A), o (B) 0.5 nM de speract adicionado 2 min después 

del tratamiento con oligomicina. Las flechas indican el tiempo en que los compuestos se adicionaron. (C) Resumen de 

los experimentos realizados en A y en B. El cambio de fluorescencia se midió a los 60 s después de la adición de 

oligomicina, o 7 s después de la adición de speract. Las barras representan la media ± ES, n = 3-5; *p <0.05; ***p 

<0.001. 
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8.9. El speract despolariza la mitocondria cuando está parcialmente desacoplada con CCCP 

Se sabe que el protónoforo CCCP aumenta la permeabilidad de H+ ocasionando un cortocircuito 

con la actividad de la CTE y, como se indicó anteriormente, causa una despolarización en la 

mitocondria (Fig. 18A y B). La Fig. 18C y D muestra que el speract aumenta la despolarización de 

la mitocondria causada por 0.1 µM de CCCP. Cabe mencionar, que en los espermatozoides 

previamente incubados con 0.1 µM de CCCP, el tratamiento con NH4Cl produjo un efecto similar 

a speract  (no mostrado). Sin embargo, el speract no afecta el ΔΨ de los espermatozoides tratados 

con 2 µM de CCCP (Fig. 18C y D). Este resultado sugiere que el speract despolariza la mitocondria 

aun cuando está parcialmente desacoplada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 18. La despolarización inducida por speract depende parcialmente del grado de desacoplamiento de la mitocondria. 

Registros representativos del cambio de fluorescencia del ΔΨ de los espermatozoides tratados con 0.1 y 2 µM de CCCP 

(A), o (C) 0.5 nM de speract adicionado 2 min después del tratamiento. Las flechas indican el tiempo en que se 

adicionaron los compuestos. (B) y (D) Resumen de los experimentos realizados en A o en C respectivamente. El 

cambio de fluorescencia se midió a los 60 s después de la adición de CCCP, o 7 s después de la adición de speract. Las 

barras representan la media ± ES, n = 3-5; * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001. 
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8.10. La despolarización de la mitocondria inducida por speract involucra la actividad de la 

CPT-I 

En diversos sistemas biológicos, está descrito que la entrada de los ácidos grasos libres (AGL) de 

cadena larga (CL; mayores de 14 átomos de carbono) (AGL-CL) a la mitocondria desacopla el 

organelo, estimula la respiración y disminuye el ΔΨ (Wojtczak y Schonfeld, 1993; Oyanagi et al., 

2011; Samartsev et al., 2011; Jabůrek et al., 2013). Dado que el speract despolariza la mitocondria 

de los espermatozoides, preguntamos si esta despolarización se debe a la entrada de los AGL-CL 

a través del sistema de transporte de las carnitinas. Para este fin, los espermatozoides se trataron 

con perhexilina (Rodríguez-Enríquez et al., 2015) o etomoxir (Selby y Sherratt, 1989), dos 

inhibidores de la carnitina palmitoiltransferasa I (CPT-I), la cual es considerada como la enzima 

limitante en el transporte de los AGL-CL a la mitocondria (Kennedy et al., 1996; McGarry y 

Brown, 1997). La Fig. 19A y B muestra que el etomoxir causa una pequeña despolarización 

mientras que la perhexilina induce una despolarización significativa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 19. El speract despolariza la mitocondria principalmente por la actividad de la CPT-I. (A) Registros representativos 

del cambio de fluorescencia del ΔΨ de los espermatozoides tratados con: dimetilsulfóxido (DM, control), 0.5 mM de 

etomoxir, 25 µM de perhexilina (Per) o 2 µM de CCCP o (C) 0.5 nM de speract se adicionó 2 min (o 1 hr en el caso 
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de etomoxir) después de las mismas concentraciones de los inhibidores. Las flechas indican el tiempo en que se 

adicionaron los compuestos. (B) y (D) Resumen de los experimentos realizados en A o en C respectivamente, 

evaluando el cambio de fluorescencia a los 7 s después de la adición. Las barras representan la media ± ES, n = 4; * p 

<0.05, ** p <0.01, *** p <0.001. 

 

El efecto mencionado puede deberse a que además de inhibir a la β-oxidación a través de la CPT-

I, la perhexilina también actúa como un desacoplante, como propusieron Labbe et al., (2008). 

Independientemente de la magnitud de la despolarización que inducen estos inhibidores, ambos 

eliminan (95 y 80%, respectivamente) la respuesta inducida por speract (Fig. 19C y D).  

 

Lo anterior, sugiere que la CPT-I está involucrada en la despolarización de la mitocondria inducida 

por speract, y confirma que el espermatozoide de erizo de mar obtiene su energía por la oxidación 

de lípidos endógenos (Mita y Nakamura, 1998). Por otro lado, los ácidos grasos esterificados a 

concentraciones micromolares [> 10 µM] estimulan el consumo de oxígeno e inducen una 

despolarización transitoria de la mitocondria (Tominaga et al., 2008; Oyanagi et al., 2011), la cual 

puede estar relacionada con un efecto desacoplante. Este efecto, podría explicarse por un aumento 

en los AGL-CL causado por la fosfolipasa 2 (PLA2) sensible a pH alcalino que se localiza en la 

mitocondria del espermatozoide (Mita et al., 1991; Mita y Nakamura, 1998). En resumen, la 

despolarización de la mitocondria puede deberse a la suma de ambos procesos, es decir, tanto a la 

entrada excesiva de los AGL-CL esterificados vía CPT-I como a la liberación de AGL-CL no 

esterificados por la PLA2.   

 

8.11. El speract aumenta los niveles de nicotinamida adenina dinucleótido reducido en el 

espermatozoide 

Los niveles de NADH proporcionan información sobre el estado metabólico en términos de 

producción de energía. Dado que la mitocondria del espermatozoide de erizo de mar puede 

incorporar los AGL-CL través del sistema de la CPT para su oxidación y generar NADH y FADH2, 

nos preguntamos si la estimulación de los espermatozoides con speract altera los niveles de NADH. 

La Fig. 20 (A y D) muestra que el speract aumenta los niveles de NADH en los espermatozoides. 

Como se mencionó con anterioridad, el speract disminuye el ΔΨ independientemente de la 

[Ca2+]ext. De manera similar, el péptido también aumenta los niveles de NADH en ausencia de Ca2+ 

(Fig. 20A y D). Como la alcalinización de los espermatozoides con NH4Cl reproduce la mayoría 
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de las respuestas del speract, encontramos que la adición del NH4Cl también induce un aumento 

en los niveles de NADH, ya sea en presencia o en ausencia de Ca2+ externo (Fig. 20B y D). 

Contrario a la elevación de los niveles de NADH inducida por speract que se inhibe por una alta 

[K+]ext, observamos que el aumento de NADH inducido por NH4Cl no lo es (Fig. 20D). Este 

resultado sugiere que es el aumento de pHi el que está relacionado con el aumento en los niveles 

de NADH y no el aumento en la [Ca2+]i. 

 

Además, evaluamos cómo la rotenona, la oligomicina y el protonóforo CCCP, alteran los niveles 

de NADH en los espermatozoides de erizo de mar. Como se esperaba, la rotenona y la oligomicina 

aumentan los niveles de NADH, mientras que el CCCP los disminuye (Fig. 20, C y E). Este 

resultado concuerda con lo reportado en los espermatozoides de toro (Ho y Suarez, 2003) y en 

cardiomiocitos de ratón (Eng et al., 1989).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 20. El speract aumenta los niveles de nicotinamida adenina dinucleótido reducido. (A) Registros representativos 

del cambio (Δ) en la autofluorescencia de NADH en los espermatozoides de erizo de mar estimulados con 0.5 nM de 

speract, o (B) tratados con 15 mM de NH4Cl, ya sea en presencia (AMA) o en ausencia (AMA0Ca) de Ca2+ externo, 
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o en presencia de 40 mM de KCl (0.5 nM de speract) adicionado un minuto antes del péptido, o (C) expuestos a 

dimetilsulfóxido (DM, control), 1 µM de rotenona (Rot), 2 µM de oligomicina (Oli) o 1 µM de CCCP. (D) y (E) 

Resumen de los experimentos realizados en A y B o en D, respectivamente, evaluando el cambio de fluorescencia a 

los 7 s después de la adición de speract o de NH4Cl, o 100 s después de la adición de los inhibidores o del CCCP. Las 

flechas indican el tiempo en que se adicionaron los compuestos. Las barras representan la media ± ES, n = 4-7. *p 

<0.05; **p <0.01; ***,#p<0.001. 

 

8.12. El speract aumenta los niveles de nicotinamida adenina dinucleótido reducido 

mitocondrial debido a la oxidación de los ácidos grasos 

Como el speract aumenta los niveles de NADH en el espermatozoide, es posible que este aumento 

se deba a la oxidación de AGL. Para probar esta hipótesis, evaluamos los niveles de NADH de los 

espermatozoides expuestos a los inhibidores de la CPT-I, la perhexilina y el etomoxir, y 

estimulando con speract o con NH4Cl. La Fig. 21 (A y B) muestra que la perhexilina y el etomoxir 

disminuyen los niveles basales de NADH de una manera dependiente de su concentración. 

Además, observamos que los dos inhibidores eliminan la respuesta de los espermatozoides tanto a 

speract (Fig. 21C-F) como a NH4Cl (recuadro Fig. 21D y F). Esto indica que el aumento en los 

niveles de NADH inducido por speract se debe a la oxidación de los FFA en la mitocondria. 

 

Para saber si un ácido graso de cadena corta como el octanoato (que entra a la mitocondria por 

difusión simple (Banchio y Gramajo, 1997) sin utilizar el sistema de transporte de la carnitina  

(Fritz y Yue, 1963)) afecta los niveles de NADH, incubamos a los espermatozoides previamente 

con octanoato. La Fig. 22 muestra que ninguna de las concentraciones (1 – 50 mM) de octanoato 

altera el NADH basal o el aumento de NADH inducido por speract. Como se propuso 

anteriormente, este resultado sugiere que la CPT-I está implicada en la respuesta del speract. Sin 

embargo, se necesitan más experimentos para entender cómo la CPT-I participa en la vía de 

señalización del speract.  
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Fig. 21. El aumento de nicotinamida adenina dinucleótido reducido mitocondrial inducido por speract depende de la 

actividad de la CPT-I. (A) Registros representativos del cambio en la autofluorescencia de NADH de los 

espermatozoides tratados con diferentes concentraciones (0.5 – 25 µM) de perhexilina, o (C) agregando speract 0.5 

nM a los 2 min después de las mismas concentraciones de perhexilina, o (E) una hora después de incubar las células a 

diferentes concentraciones (0.05 – 0.5 mM) de etomoxir. (B), (D) y (F) Resumen de los experimentos realizados en A, 

C o en E respectivamente, evaluando el cambio de la fluorescencia a los 7 s después de las adiciones, indicadas con 

las flechas. Los insertos en B, D o en F muestran el resumen de la autofluorescencia de NADH de los espermatozoides 
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pre-incubados una hora con etomoxir (B), o tratados con 15 mM de NH4Cl en presencia de perhexilina (D) o de 

etomoxir (F). Las barras representan la media ± ES, n = 4. *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 22. El octanoato no altera el aumento de nicotinamida adenina dinucleótido reducido por speract. Los 

espermatozoides diluidos (1:10 en AMA1Ca) se incubaron con diferentes concentraciones (1 – 50 mM) de octanoato 

a 14 °C durante 3 horas en la oscuridad. Se evaluaron los cambios de autofluorescencia de NADH de los 

espermatozoides (como se describió en Materiales y Métodos) expuestos a dimetilsulfóxido (DM, control), o a 

diferentes concentraciones de octanoato en ausencia (línea negra) o en presencia de speract 0.5 nM (línea gris). Los 

valores representan la media ± ES, n = 3. 

 

Anteriormente mencionamos que el espermatozoide de erizo de mar obtiene su energía a partir de 

la oxidación de lípidos (Afzelius y Mohri, 1966; Hansbrough et al., 1980; Mita y Ueta, 1990; Mita 

y Nakamura, 1998), una vía que no involucra a la lactato deshidrogenasa (LDH), como se demostró 

previamente en los espermatozoides de erizo de mar del genero Paracentrotus y Arbacia (Baccetti 

et al., 1975). La LDH cataliza la interconversión de piruvato a lactato con la participación del 

NAD+ en ausencia de oxígeno (Nelson y Cox, 2005). Para saber si la LDH participa en el aumento 

de NADH inducido por speract, determinamos los niveles de NADH en la ausencia y en presencia 

de dos inhibidores de esta enzima, el gosipol y el ácido cinámico. La Fig. 23 muestra que ningún 

inhibidor afecta significativamente la respuesta de los espermatozoides a speract. Este resultado 

confirma que el aumento de NADH inducido por el decapéptido es independiente de la LDH, y 

concuerda con que el NADH que observamos proviene de la mitocondria. 
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Fig. 23. El speract aumenta la nicotinamida adenina dinucleótido reducido independientemente de la lactato 

deshidrogenasa. Las mediciones de autofluorescencia de NADH de los espermatozoides, se realizaron (como se 

describió en Materiales y Métodos) preincubando a las células durante 2 min con dimetilsulfóxido (DM, control), o 

(A) con diferentes concentraciones de gosipol (0.1 – 10 µM), o (B) de ácido cinámico (0.1 – 10 mM), en ausencia 

(línea negra) o en presencia de speract 0.5 nM (línea gris). Los valores representan la media ± ES. n = 3; *p <0.05. 
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IX. DISCUSIÓN  

La integridad del metabolismo energético mitocondrial depende principalmente del ΔΨ. Este 

cambio se puede determinar con indicadores fluorescentes relacionando la intensidad de su 

fluorescencia con el gradiente electroquímico de K+ (Schackmann et al., 1984; Di Lisa et al., 1995). 

Permeabilizamos selectivamente la membrana plasmática de los espermatozoides de erizo de mar 

con digitonina y confirmamos la viabilidad de los mismos, como lo reportaron Castellano et al. 

(1995). En estas condiciones de permeabilización celular, el ΔΨ de los espermatozoides se 

relaciona de manera lineal con el gradiente electroquímico de K+ como si se tratara de mitocondrias 

aisladas. Como se esperaba, el tratamiento con antimicina o con KCN despolariza la mitocondria 

de los espermatozoides, mientras que la oligomicina la hiperpolariza. Este resultado concuerda con 

lo reportado en cardiomiocitos permeabilizados (Quarato et al., 2011), e indica que las actividades 

de la CTE y de la FOF1-ATPsintasa contribuyen en la regulación del ΔΨ de los espermatozoides 

permeabilizados mediante la fosforilación oxidativa. 

 

La actividad de la CTE está estrechamente relacionada con el consumo de oxígeno mitocondrial, 

por lo cual las variaciones en el consumo de oxígeno podrían deberse a la actividad de la CTE que 

consecuentemente afecta el ΔΨ. A diferencia del estado 3 de la respiración que se regula por la 

FOF1-ATPsintasa, el estado 4 se caracteriza por un bajo consumo de oxígeno, por los valores altos 

tanto en la [ATP] como en el ΔΨ (hiperpolarización de la mitocondria), y se regula por la fuga de 

H+ a través de la MMI (Emaus et al., 1986; Hafner et al., 1990). El metabolismo energético 

mitocondrial del espermatozoide intacto en estado inmóvil de erizo de mar es extremadamente bajo 

(estado 4) y aumenta (entre el estado 3 y 4) con la estimulación de la movilidad (Christen et al., 

1986). El aumento del pHi estimula de las dineínas unidas al axonema, iniciando la movilidad del 

espermatozoide, finamente relacionada con el metabolismo energético mitocondrial (Schackmann 

et al., 1984; Christen et al., 1986). La estimulación de los espermatozoides con speract produce un 

aumento de pHi que altera el patrón de nado y aumenta la respiración (Repaske y Garbers, 1983; 

Guerrero et al., 2010), produciendo posiblemente variaciones en el ΔΨ. 

 

Está establecido que el speract regula la movilidad del espermatozoide de S. purpuratus (Wood et 

al., 2005), e induce quimiotaxis en el espermatozoide de L. pictus mediante oscilaciones en la 

[Ca2+]i (Guerrero et al., 2010). Además, como ya mencionamos, nuestro grupo encontró que la 
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alteración de la función mitocondrial con inhibidores induce una entrada de Ca2+ dependiente de 

la [Ca2+]ext (Ardón et al., 2009). Estos resultados nos llevaron a pensar que la [Ca2+]i sería el 

principal regulador de la función mitocondrial. Para comprender mejor la relación entre la respuesta 

de los espermatozoides de erizo de mar a speract y la función mitocondrial, examinamos como este 

decapéptido afecta el ΔΨ. Nuestros resultados indican que el speract despolariza (disminuye el ΔΨ) 

la mitocondria de los espermatozoides de erizo de mar de S. purpuratus. Para nuestra sorpresa 

dicha respuesta es independiente de la [Ca2+]ext.  

 

Como mencionamos en la sección de introducción y de resultados, en los espermatozoides de erizo 

de mar, el speract aumenta el GMPc, el cual abre el canal de K+ tetra-KCNG, provocando una 

hiperpolarización de la membrana plasmática (Em) (Galindo et al., 2000). Esta hiperpolarización, 

activa al intercambiador Na+/H+ y eleva el pHi independientemente de la [Ca2+]ext (Rodríguez y 

Darszon, 2003). Por lo anterior, cualquiera de los cambios mencionados (aumentos en el GMPc, 

en el pHi o en la hiperpolarización de Em), podría ser responsable de la disminución del ΔΨ 

inducido por speract. En presencia de una alta [K+]ext toda la cascada de señalización del speract se 

bloquea excepto una elevación importante de GMPc (Harumi et al., 1992). Dado que la 

despolarización de la mitocondria inducida por speract se inhibe por la alta [K+]ext, es probable que 

sea el aumento en el pHi y no el de GMPc lo que causa la despolarización mitocondrial. Esta 

posibilidad se mencionó hace mucho tiempo (Schackmann et al., 1984), sin embargo, nunca se 

realizaron los experimentos correspondientes para demostrarlo. 

 

Corroboramos, como está reportado (Rodríguez y Darszon, 2003) para los espermatozoides de 

erizo de mar, que el aumento de pHi inducido por speract es independiente de la [Ca2+]ext. De hecho, 

observamos que dicho aumento es mayor en ausencia de [Ca2+]ext. En tal condición, la entrada de 

Na+ a través del intercambiador Na+/H+ es mayor (Rodríguez y Darszon, 2003), posiblemente 

debido a que la hiperpolarización de la membrana plasmática causada por speract es mayor 

(Reynaud et al., 1993). Lo anterior podría explicar, al menos en parte, por qué el aumento de pHi 

inducido por speract es mayor en ausencia de Ca2+. De hecho, en este trabajo observamos que la 

despolarización de la mitocondria inducida por speract también es mayor en ausencia de Ca2+ 

externo, lo cual coincide con la hipótesis, que el aumento de pHi causado por speract conduce a la 

despolarización de la mitocondria. Nuestros resultados confirmaron esta hipótesis y muestran que 
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el aumento artificial del pHi mediante la adición de NH4Cl (González-Martínez y Darszon, 1987), 

despolariza la mitocondria de los espermatozoides, incluso en ausencia de Ca2+ externo 

(AMA0Ca).  

 

Al evaluar el ΔpHi de espermatozoides expuestos a CCCP, contrario a lo reportado (Christen et al., 

1983), observamos que el CCCP induce una aparente acidificación del espermatozoide. Como 

sucede en mitocondrias aisladas de corazón de rata (Kapus et al., 1989; Reers et al., 1989) o en 

células intactas (Takahashi et al., 2001; Abad et al., 2004), el CCCP acidifica la mitocondria del 

espermatozoide. De hecho, observamos que el BCECF-AM también se distribuye dentro de la 

mitocondria, y en consecuencia, el CCCP causa una disminución de la fluorescencia dentro de este 

organelo. Tal acidificación también se observó en los espermatozoides expuestos a rotenona, y se 

eliminó al colapsar el ΔpH mitocondrial con 2 µM de CCCP. Estos resultados sugieren que la señal 

de acidificación del pHi tiene un componente mitocondrial y concuerda con la hipótesis de que el 

CCCP y la rotenona reducen el pH mitocondrial. Además, la exposición de los espermatozoides a 

oligomicina no alteró significativamente el pHi, congruente con un reporte previo (Hansbrough y 

Garbers, 1981). Al evaluar el ΔpHi inducido por speract en espermatozoides expuestos a rotenona 

u oligomicina, no observamos efectos significativos. Por el contrario, el colapso del ΔpH 

mitocondrial con 2 µM CCCP disminuye el ΔpHi inducido por speract. El hecho de que el 

protonóforo CCCP también afecte a la membrana plasmática además de la mitocondrial, sugiere 

que es posible que el speract aumente tanto el pH citoplasmático como el mitocondrial en el 

espermatozoide de erizo de mar, posibilidad que requiere estudiarse. 

 

Como ya mencionamos, el aumento de pHi inducido por speract estimula a las dineínas, que están 

finamente acopladas con la síntesis de ATP mitocondrial y con la regulación de la movilidad del 

espermatozoide de erizo de mar (Christen et al., 1983). La fosforilación oxidativa acopla la 

actividad de la CTE que genera el gradiente electroquímico de H+ y la FOF1-ATPsintasa 

mitocondrial que lo consume para sintetizar el ATP. La estimulación de la actividad de la FOF1-

ATPsintasa, consume más ΔΨ y consecuentemente la mitocondria se despolariza (Baracca et al., 

2003). De acuerdo con esto, encontramos que la inhibición de la FOF1-ATPsintasa con oligomicina 

hiperpolariza la mitocondria de los espermatozoides, y que en esta misma condición, el speract 

causa una mayor despolarización de la mitocondria. Esto sugiere que aunque la actividad de la 
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FOF1-ATPsintasa modula la despolarización de la mitocondria inducida por speract, no es el 

principal factor que controla esta respuesta, y por tanto existe otro factor implicado.  

 

La entrada de los ácidos grasos libres (AGL) de cadena larga (CL; mayores de 14 átomos de 

carbono) (AGL-CL) en las mitocondrias aisladas de músculo cardiaco de rata alteran la función 

mitocondrial; dicha entrada está mediada por la activación de la CPT-I, sensible a pH alto, la cual 

alimenta a la β-oxidación (Bezaire et al., 2004; Bonnefont et al., 2004). De acuerdo con lo anterior, 

encontramos que la inhibición de la CPT-I con etomoxir o perhexilina, elimina la despolarización 

mitocondrial inducida por speract. Esto concuerda con la idea de que la entrada de los AGL-CL a 

la mitocondria a través del sistema de transporte de la carnitina provoca una despolarización de 

dicho organelo y está directamente relacionada con el aumento de pHi inducido por speract. Esto 

se confirmó al observar que la despolarización de la mitocondria inducida por una alcalinización 

intracelular con NH4Cl, también se elimina por los inhibidores de la CPT-I. 

 

La β-oxidación de los AGL-CL en la mitocondria produce NADH y FADH2, que alimentan a la 

CTE. Encontramos que la estimulación de los espermatozoides con speract aumenta los niveles de 

NADH independientemente de la [Ca2+]ext, y que esta respuesta se inhibe por una alta [K+]ext. Una 

posibilidad es que el aumento de pHi inducido por speract, sea el responsable de elevar los niveles 

de NADH en el espermatozoide. De acuerdo con lo anterior, observamos que el aumento artificial 

del pHi con NH4Cl, elevó los niveles de NADH en el espermatozoide, incluso en ausencia de Ca2+ 

externo (AMA0Ca). También confirmamos que la inhibición de la CTE con rotenona o de la FOF1-

ATPsintasa con oligomicina aumenta los niveles de NADH mientras que el CCCP los disminuye. 

 

Para establecer que el aumento de NADH disparado por el speract está relacionado con la actividad 

de la CPT-I, se probaron dos inhibidores de dicha enzima, la perhexilina y el etomoxir. Nuestros 

resultados mostraron que ambos inhibidores (a concentraciones de 25 µM y de 0.5 mM, 

respectivamente) previenen el aumento de NADH inducido por speract o por NH4Cl. Es importante 

señalar que la perhexilina también inhibe los canales de Ca2+ tipo “L” (IC50 = 0.83 µM (Barry et 

al., 1985)) presentes funcionalmente en el espermatozoide de erizo de mar (Granados-Gonzalez et 

al., 2005). Esto sugiere que la perhexilina puede alterar la homeostasis del Ca2+
i en el 

espermatozoide el cual es innecesario para la estimulación de la mitocondria por el speract. 
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Además, la perhexilina también inhibe a canales de K+ tales como HERG (IC50  = 1.5 µM (Walker 

et al., 1999) y Kv1.5 (IC50 = 1.5 µM (Rampe et al., 1995)); sin embargo, hasta la fecha estos canales 

no se han descrito en el espermatozoide de erizo de mar. Considerando lo anterior, no podemos 

descartar la posibilidad de que perhexilina también afecte a los canales mencionados en nuestro 

modelo. 

 

Puesto que el espermatozoide de erizo de mar carece de la glucólisis (Rothschild, 1948; 

Hansbrough et al., 1980; Mita y Nakamura, 1998), obtiene su energía través de la oxidación de 

fosfolípidos endógenos, particularmente de la fosfatidilcolina (PC) que colocaliza en el área 

mitocondrial con la fosfolipasa A2 (PLA2) cuya actividad es sensible al pH (Mita et al., 1991). El 

aumento de pHi de 6.5 a 7.5 estimula tanto la oxidación de los ácidos grasos como la actividad de 

la PLA2, coincidiendo con el inicio de la movilidad y de la activación de la respiración (Mita et 

al., 1990). El aumento de pHi inducido por speract también puede activar a la PLA2, y aumentar la 

[AGL-CL] induciendo una despolarización parcial de la mitocondria (posiblemente mediante un 

efecto desacoplante (Wojtczak y Schonfeld, 1993)). También la estimulación de la oxidación de la 

PC (Mita y Ueta, 1990) podría aumentar los niveles de NADH. 

 

También se observó que la exposición secuencial de los espermatozoides de erizo de mar a speract 

y luego a NH4Cl, no causó ningún efecto aditivo sobre los niveles de NADH similar a lo reportado 

previamente para el consumo de oxígeno (Repaske y Garbers, 1983). Este resultado sugiere que el 

mecanismo de acción del speract sobre la estimulación del metabolismo mitocondrial está mediado 

por el aumento del pHi. Este aumento de pHi estimula a las dineínas del espermatozoide, que 

hidrolizan el ATP, disminuyendo su concentración (Christen et al., 1982, 1983, 1986) y 

aumentando la del ADP. Podría ser que para satisfacer la demanda energética, el aumento de pHi 

inducido por speract, estimule las actividades de la CPT-I (Bezaire et al., 2004) y de la PLA2 (Mita 

et al., 1990, 1991) para alimentar con ácidos grasos a la β-oxidación aumentando el NADH y 

restaurando el ΔΨ, necesario para la síntesis de ATP, a partir del ADP generado durante la 

movilidad del espermatozoide.  

 

Estos resultados concuerdan con la hipótesis de que el NADH se produce en la mitocondria por la 

oxidación de AGL, sensible al aumento de pHi inducido por speract. 
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 X. CONCLUSIÓN 

Considerando los resultados de este estudio y los reportados previamente (Alvarez et al., 2014; 

Darszon et al., 2011; Nishigaki et al., 2014), nuestra hipótesis de trabajo de la participación de la 

mitocondria en la respuesta de los espermatozoides de S. purpuratus a speract, es la siguiente: la 

unión del speract a su receptor ubicado en el flagelo del espermatozoide aumenta el GMPc, el cual 

abre el canal de K+ tetra-KCNG, induciendo una hiperpolarización del Em (Lee y Garbers, 1986; 

Galindo et al., 2000). Esta hiperpolarización, activa el intercambiador Na+/H+, aumentando el pHi 

(Lee, 1985) que activa al canal CatSper (sensible a pHi) y eleva la [Ca2+]i (Seifert et al., 2015). 

Aunque se reportó que la alteración de la función mitocondrial influencia la [Ca+]i (Ardón et al., 

2009), el presente trabajo muestra que es el aumento de pHi inducido por speract el que coordina 

finamente el aumento de NADH y la despolarización mitocondrial (Fig. 24A). Dicho aumento, 

estimula a las enzimas dependientes de pH como la CPT-I (Bezaire et al., 2004), y la PLA2 (Mita 

et al., 1990, 1991) para alimentar a la β-oxidación (Eaton et al., 1996) y estimular la entrada de los 

AGL (Jezek et al., 1998) en la mitocondria, respectivamente, aumentando los niveles de NADH 

que alimentan a la CTE para regenerar el ΔΨ. La entrada de los AGL en la mitocondria podría 

explicar el aumento del consumo de oxígeno inducido por speract (Repaske y Garbers, 1983), y la 

despolarización de la mitocondria. La CTE consume el NADH para regenerar el ΔΨ necesario para 

que la FOF1-ATPsintasa provea de energía al espermatozoide (Fig. 24B). Corroboramos que el 

aumento de pHi de los espermatozoides con NH4Cl, incluso en ausencia de [Ca2+]ext o en presencia 

de una alta [KCl]ext, reproduce las respuestas del speract en los espermatozoide de erizo de mar. 

Los resultados de este trabajo en su conjunto, indican que el aumento de pHi inducido por speract, 

influye en el ΔΨ y en los niveles de NADH, los cuales junto con el resto de los cambios inducidos 

por speract (hiperpolarización del Em, aumentos en el GMPc y AMPc, en el Ca2+ y en el Na+) 

orquestan el nado del espermatozoide. 
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Fig. 24. Modelo propuesto para la activación del metabolismo energético mitocondrial inducido por speract. (A) 

Registros representativos que comparan los cambios cinéticos de pHi, los niveles de NADH y del ΔΨ en el 

espermatozoide de erizo de mar estimulado por speract (izquierda), y el análisis estadístico evaluando el “tiempo de 

retraso”, a partir de la adición speract indicada por la flecha, al punto del aumento de pHi, NADH o de ΔΨ (derecha). 
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Las barras representan la media ± ES. n = 9-13, *p <0.05. (B) 1La unión del speract a su receptor acoplado a la guanilato 

ciclasa (GC) en el flagelo del espermatozoide 2aumenta la [GMPc], que abre el canal de K+ tetra-KCNG, e induce la 

salida de 3K+ y una 4hiperpolarización transitoria de la Em (Lee y Garbers, 1986; Galindo et al., 2000). Esta 

hiperpolarización activa el intercambiador Na+/H+ y 5aumenta el pHi (Lee, 1985; Nishigaki et al., 2014). El aumento 

de pHi estimula: a la AC soluble (ACs) 6aaumentando la [AMPc] (Vacquier et al., 2014), 6ba la dineína (Christen et al., 

1983), 6ca la CPT-I (Bezaire et al., 2004), 6ca la PLA2 (Mita et al., 1991, 1990) y al canal de Ca2+ CatSper (Seifert et 

al., 2015). El AMPc abre el canal de Na+ SpHCN e induce una entrada de 7aNa+ y una despolarización de la membrana 

plasmática. Esta despolarización activa el canal CatSper e induce oscilaciones de 8aCa2+. El aumento de pHi estimula 

la actividad de la CPT-I y aumenta la concentración de los ésteres de carnitina que entran en la mitocondria a través 

del sistema de la carnitina. La re-esterificación de la acil-carnitina en acil-CoA dentro de la mitocondria (a través de 

CPT-II) alimenta a la β-oxidación. La 7cβ-oxidación y/o el 8cciclo de Krebs 9aumentan los niveles de NADH que 

transfieren sus electrones a la CTE y que junto con la PLA2 y con el ADP 12estimulan el consumo de oxígeno. La CTE 

consume el NADH para 13regenerar el ΔΨ utilizado por la 14FOF1-ATPsintasa para la síntesis de ATP. El cual 15alimenta 

a la fosfocreatina, que a su vez transfiere el ATP a las dineínas. Finalmente, las 6bdineínas hidrolizan el ATP de manera 

concertada con las 8aoscilaciones de [Ca2+]i para regular el nado del espermatozoide (7bmovilidad y 8bquimiotaxis). 

MMI: membrana mitocondrial interna; MMO: membrana mitocondrial externa; EIM; espacio intermembranal. 

 

 

 

XI. PERSPECTIVAS 

1. Examinar los niveles de ATP y ADP en  la escala temporal de la respuesta de los espermatozoides 

a speract, mediante el indicador fluorescente “Magnesium Green” que detecta el complejo ATP-

Mg2+ o con ensayos enzimáticos como el de la luciferasa que puede identificar ya sea el ATP o el 

ADP. 

  

2. Evaluar la participación de la mitocondria en la quimiotaxis de los espermatozoides hacia el 

speract, registrando dicho evento en presencia de inhibidores mitocondriales.    
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of lhe head. iI importilnl for motilily ( 14~ and possibly foc caH horneo­
st.Isil and lile acrosome reaction (1St lt is known IIl..11 sea urchin speno 
obtain Iheir energy for swimming foom Ihe oxidalion of endogenous 
phospholipids (]4.161. Long-ch~in f~tly dCids (lCFA) generale<! by lhe 
hydrolysis oflriglycerides are incorpor~le<! foom lile cytosol inlo Ih~ 
mitochondti.11 malrix IhnMJgh lile camiline palmiloyllransferase (<Yr) 
shullle syslem which consists of CPT-l. acylCdmiline Iransloc~se 
(IMM). and CPT-ll (reforrru lile acyl-CoA moiety in lhe milochondti.11 
m~lrix). The pH -~nsiliv~ CI'T-l which spans Ih~ ouler milochondti.11 
membr~ne and Gllaly:ze s lhe transfer of Iong-cll..1in fally acyl goouJ'S. 
foom fr~ corllZyme A (CoASH) 10 camiline. iI considere<! Ih~ rale­
limiling slep in Ihe Iransf~r of LCFA inlo lile milochondr;" (17- 20). 
The n'-<,slerifie<l acyl-CoA in lile milochondria (by CPT-ll). undergo 
fally aQd jHlxidalion (211 1hal produces NADH and FADH2 yield lheir 
~lectoons 10 lhe ETC lhal provides lhe ""'" n'Quirnl foc Ih~ synlhesis of 
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Al1' (22). The pH-sensitive dyn~in-All'aSl's al the .1Xon~me (Ihe 
Aagellar motor app.1ratus). the maio All'-consumers (23). are finely 
coupled 10 mitochondri.11 respirillion and pH; 123.24). 

S""rm activating peplides (SAPs) rooduJate roolility in a spn:ies­
sp«ific manner. SperaCI was Ihe fin! SAP isolatt'1.1 from [he eggjelly 
ofSmmgy/ocm/rolus pU1pumlUS [25.26[. Speract binding 10 iIS re<eplOJ. 

which is roupJed lo a guanylyl <)O:IaSl' (Ge) in ti", spenn nagellum [27[. 
~imuJates enzy,"" activity. increasing lhe level! of tCMP. The cCMP 
inc",ase activates the lelra-KCNG K+ channel. indocing a Ir .. nsie nl 
membr .. "" potential (Ero) hYl"'flKlJ.uiL1lion (28.29t This hYJl"lllOLui­
zalion activat~. among others. lhe Na+ /H+ exchanger ando indirn:tly. 
adenylyl cy<lase (AC) aclivily. leading lo ;ncreases in pH; .In<! cAMPo 
re:spectively (JO.--l1t The pH; ¡ocrea..., alld sub""'luent Em depolariza­
tion eJevale [CaH ); by activating pH-SI'nsiti"" (aH- channeLs [3334(. 
Ih~ m.un candid~le ¡"'ing CaISpe.-. ~ sp"rrn-specillc. mildly voU~ge ~nd 
pH; dep"mienl Ca"" channel (]5.36~ High exlracelluJar KCI (40 mM) 
inhibilS Ihis speract -activ~lffl signaling cascad~. excrpl lhe cCMP 
increase (37~ 

Our grOlJp reportnllhal milochondrial inhibitors Cause a (Ca'+(; 
increase in sea urchin sp"rm Ih~1 depends On rxl~mal CaH (15). As 
speract indoc~ (Ca2+1 oscillations (38391 il could ~11a- milochondrial 
functioo and Ihis contribules 10 modulale sperrn swimming. To bdIer 
und~rst.md how lhe milochondrion impinges On lhe sp"rrn responses 
10 speract. we ~""mined if Ihis dec~peplid~ ~ffects ~'f'. using 
Rhodamine--123 (Rhod-123) a nd NADH 1evels by rerording ilS auloAu­
Orescencr. Our resulls indicale lhal speracl inducrs a milochondrial 
depolariZillioo (~'f' decrease) ~nd increases Ih~ 1e ..... 1s ofNADH. 

From OIJr previous findings ~ expect:ed Ihal Ih~ speracl-induced 
decrease in A'f' ~nd lhe increase in NADH levels would depend On lhe 
(ci'+ L changes triggered by speract. bu! 10 OIJr surprise we discovered 
Ih~1 lbey ~re independenl of(Ca'+(. ... Since Speracl indu= a pH; 
increase lhal precedes lhe (Ca""L e1evation (36.40(. we explored if an 
~rtillcial inlracellular ~lkalinil~lion would mimi<: lhe dJects of sp"ract 
On lhe ~'I' and NADH levels. Indeed. we observffl lhal even ~I nM 
(CaHl.x. .. ~dding 10 mM NH.C1 lo S. purpuralus sperm caused a 
decrease in A'f' ~nd ~n increase in the NADH levels. Notably. we ~lso 
documenl Ihal exposure oflh~ crlls lo perhexilin~ or etomoxir. two 

inhibitors of CPT-1. partially prevents milochondrial depolarizalion 
~nd lhe speract-indoced increases in NADH ~1s. 

Taken logelher. our Tl'sulls suggesl lhal speract. by elevating pHe 
increas.-s milochondri.allipid oxidation and NADH. This iocredSl'S respi­
ration. ATP production and diminishes ~'f'. allowing sperrn 10 regulate 
Iheir swimming mode in Iheir search for Ih~ rgg. 

2.1. Ma~riaf¡ 

Arnmonium chlorid~ (NH.CI). carbonyl cyanide m-chlorophenyl­
hydrazone (ceC1'). cinna mic acid. digilonin. etomoxir. gossypol. 
nigericin. oIigomycin. perh~xiline. mlenone. sodium oclanoal~. 

v~linomycin and Ih~ resl Oflh~ salts were from Sigma. Rhodamin~-

123 (Rhod- 123) and 2.7.-bis-{2-<arboxyethyl)-S-(and-6)-carboxyfluo­
resc~in. acetoxymelhylesler (BCECF--AM). we", purchased from ufe 
Technologies. Except for KC1. NH.,Cl and ~lonXIxir. Ihe re~genls ~re 
dissolved in anhydrous dimethylsulfoxide (DM). which in Our exp"ri­
menl~l condilions reached a maximum final concrnlr~lion ofO.125:1: 
vlv. AlI Slock soIutions were !tored ~I -20 ' Cuntil ~.Artificial seawa­
la- (ASW) contilins (in mM): 485 N~C1. 10 KC1. 10 CaC12, 26 Mg02, 30 
MgSO ... 2.5 NaHCO:" 10 Hepes. 0.1 EDTA. pH 7.8. The lCaASW is ASW 
pH 7.0. conlaining 1 mM CaCl, a nd OCaASW is ASW. pH 7.8 laeking 
C~C1, supplemenled wilh 30 ¡JM EGTA. yielding a final (CaH)ort of 
110 nM (~Iimaled using Ih~ software package WinMaxC 2.4 (Stilnford 
Uni""rsily. Chris Pattoo http:/,Iwww.stanford.edu,l-epallon/downloads. 
hlm )). In all eas.-s Ih .. osmoJarity was 950- 1000 mOsm. S. purpum/us 
sea urchins were obtained from P~m.mes SA de C.V. (Ensenada. Baja 

C~lifomia. Mexico). Sperrn ~r~ collec1ed by intracoelomie injection 
of Ih~ sea urchins wilh 0.5 M KCI. colleeled ~nd k .. pt On ice as dry 
speml unlil used (wilhin oo~ day). 

22. Disoibution of Rhod- 123 in imOC! spt'ITn 

Diluled sperm (1:10 in lCaASW) we", incubdll'<l wilh differenl 
concenlr~lions (5. 10 and 20 ¡JM) of lhe A'I' Auoresc~nl indicator 
Rhod -123 al 14 ' C during 3 h in lhe darlr. (similar resul!! ......... e obtained 
by incubdling 30 min). TIte Rhod- 123 distribution in th~ whole eell waS 
recorded by confocal microscopy (ronfoc.d microscop" ZeiSs. L5M51 O). 

23. Ruoromrnic deR'mlioolioru of "'>1', pH;and NADH in sperm populations 

Sperrn popuJalion Aoo~nC"I' measu""",,n!! were done acrording 
10 Rodriguez lit Ilmzon (41) (2003). 8rieAy. dilulOO sperm ( 1:10 in 
0.25 mi lCaASW) wer~ incubdled al 14 oC during 2- 3 h in lhe darlr. in 
lhe p",senC"l' of 10 ¡JM Rhod - 123 (for ~'I': ~ 497 ~nd ~ 523 nm 
(42)) or 0.5 ¡1M BCECF--AM (for pH;: )",x dual 438 and 500; >....., 550 nm 
(40)). The dye remaining in lhe media wdS elimi""led from lhe sUp"r­
nalanl by crnlrifugalion (1000 gjS min al 4 oC) and lhe sedimenled 
sperrnalozoa we", reslIspended in Ih~ origin~l vo lume of lCaASW 
(exeepl wh~n ulls we", incubdled in Ihe absence of Auomphore. 
whi<:h were diluled 1f3) and kepl On icr in Ih~ darlr. until use<!. 

Rhodamine 123 (Rhod 123). a ealionic Aoo~1 dY'" wilh a brighl 
emission al 523 nm. is quenched aS lhe dY'" accumulall::S wilhin milo­
chondria according 10 lhe negaliv~ membrane potenlial across Ihe 
IMM. Loss ofpotenli.d will r~ul! in loss of dye from Ihe milochondria 
inlo Ih~ cytosol. Ih~ dye de-queoc~ wilh an ov~all crllular fluOrl'"S­
cener inerease. while lhe dy~ conernlralion inside milochondri.1 
d~ases indicating ~ milochondrial d~po/.iIriL1tion (43.44). 

In Ihis worl< we USr lhe inlrinsic Auo",scrncr of reducrd pyridine 
nuc1eotides aS an indicalor oflhe milochondrial metalxllism Sinee lhe 
spect:roscopie pmperties of NADH and NAD(P)H ~re ""ry simil~r (45~ 
when ~ record lhe spn-m auloAuorescencr ("-. 350: ~ 460 nm) 
we col1ect Auorescence from both nue1eotid~. However. sinC"l' in sea 
urchin sperm lhere is no glycolysis (14.46.47) and ilS elll'Jgetic metabo­
lism is oxidalive [14), lhe AllOrero>nce sign~l colTI'sponds mainiy lo 

'''''' LKtale dehy<lrogenaso:: (UlH) is a cytosolic enzym~ th~1 catillyzes 
Ih~ in!ercon""rsion of pyruval~ aod Jactale wilh eoocunilanl inlercoo­
wnion of nicolinamide adenine dinucleolide (NADH) and NAD+. wh.." 
oxygen is absenl or in short supply (48(. Sea urchin sperm depeod On 
miloclxlndri.allipid metilbolism for energy production (16.49~ a palh­
way which <loes nO! invol"" IJ>H. Indeed. in I'aramItroIlli ~ndArba<ia. 
il has Mn deroonstrated Illallhis is so (50~ In arder 10 slxlw IIlaI lhe 
NADH ina..as.-s lriggered by speract in S. purpurotus speml are coming 
fmm lhe milochondria. we det~rrnined lhe levelsof NADH induced by 
sp"ract in lhe absencr aod presence oflwo UlH inhibilors. ein""mic 
~cid and g05sypol. For Ihis we pre-incubdled sperrn wilh diffen::nt coo­
cenlralions (0.1. 1.0 and 10 ¡JM of gossypol Or 0.1. 1.0 ~nd 10 mM of 
cinnamie acid) of Ihese UlH inhibitors. Supp1emenlary Fig. I shows 
Ih~1 n~ilher of the !wo inhibilors did signillca ntly affeel Ih~ sperm 
responsr lo speract. confirming Ih~1 lhe NADH incr .. ase lriggered by 
Ihis decapeptid~ CorTK'S mainly from lhe sp"rrn milochondrion. 

NADH delerrninalions were performed m~asuring aulofluo",s­
cener- :\"x 350: ~ 460 nm- (43) in non -Iabeled spermalozoa 
oblained as ~oove. In ~1I assays a 10 ¡j ~Iiquot ofthe sp"rrn was added 
10 a roo.md cuv~l!e conlaining 800 ~ ASW or OCaASW al 14 ' C under 
conslanl stining in ~ SIM 8000 Arninco speclroAuoromeler. Afler 
rerording lOs. differenl concenlr~lioru of spe.-act. NH..CL ot inhibilOr! 
were ~ddffl for Il.'f'. pH; Or NADH measu",menlS. Fluo",scrnce datil 
(F) we", normalizffl by Ihe av~r~ge fluo",scence valu~ before Ihe 
~ddilion of agonists or inhibilOr! (Fa) ~nd a n:: expressnl aS FiFo - 1. 
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2.4. Stalistio 

Roorescenct records ~rt ...:quired wilh 4.2 GlolMl Works OUS 
software and proct !Sed wilh Microsoft Excel. R software v. 3.1.0 151J 
and Origin 6.0. T1Ie values gi...,n in IIK' IMr plou are IIK' mean ± u.m 
W t u~ IIK' Bollzmann equalion lo adjusllhe dala in Fig. 28 (Origin 
6.0). Far sutislical evaluations we used Ihe S¡udent"s Hesl or one­
way ANOVA romplemenled wilh Tukey's ¡est DiffereTlces were consid ­
eml statistically significant when p < 0.05. 

l. RtsullS 

3.1 . Spt'1OCI dl>poIarizes 1M sperm mirochandrion 

To funher undersland how IIK' milochondrion may modulale 
Sprracl responses. ~ decided 10 measure lhe ... '1< in sperm populations. 
First. ~ delennined lhe Rhod- 123 concenlralion Ihal preferenlially 
labels Ihe sperm milochondrion by exposing ct lls lo 5- 20 ~ Orlhe 
fluorophore. Our resullS show !hal 5 and lO ~ Rhod- 123 m.tinly Jabe!! 
spenn mitochondria. while higher concenlTalions oflhis dye. soch as 
20~. also distribule 10 Iht cytoplasm and !he ...:roSOme of SOrne 
cells (Fig, lA). As expected. Ihe protonophore CCCP (milochondrial 
uncoupler) increased ¡he fluorescence uf spenn labelled wilh 5 and 
10 ~ Rhod- 123. indicating a milochondrion 1'1'1< decrea~. Or mito­
chondrial depolariLltion (Fig. 18). 

B 

Given Ihat CCCP affects "'pH; and ... '1<. ~ wanled ro corroborale lhal 
in ~a urchin spenn Rhod- 123. is detecting 1'1'1<. To Ihis end we lested 
valinomycin, a K'" ionophore lhat dissipales 1'1'1< 1521 and nigeriein (a 
H"'/K'" ionophoTe exchanger) lha¡ roUapses lhe lIpH; and only mildly 
increases 1'1'1< 153.541. Fig. 1C shows Ihal. aS anlicipaled. valinomycin 
depoJarized milochondria. while nigenein caused a vtry small change 
in 1'1'1< il (Fig. IC). indica!ing lhal Rhod -123 is in!leed measurillJll"''I< in 
OUT syslem. 

Basnl on lhe a~. we selected 10 ~ o( Rhod- 123 lo ..... alUdle Ihe 
"''1< in ~a urchin sperm. which is wilhin ¡he range of roncentralions 
used in severa l OIher syslems 143.55- 581. Allhough il waS re poned 
Ihal lhe binding ofsperact lo itl receptor activales sperm respiralion 
a nd mo(ilily wilhom altering "''1<. il is importanllo note lhal ¡hese 
results were oblained after prolonged sprrm incuIMtions (>3 h) 
[59-61J. 1I is now known lhal Ihe speract-induced spenn pH;.ICaHJ; 
and INa"' J; changes (among oIhers) ocrur wilhin seconds 113.41.62J. 
Considering Ihis. we wondeml whether speract causes fasl changes in 
"''1< in S. purpumtus spenn populations. Fig. 2 (Aand 8) illustrales lhal 
speroKl COlJCerllrations ~25 pM decrease 1'1'1< (milochondriaJ depolari­
Zdlion) in seconds and Iha! Ihis depolarizalion is blocked by i~asing 
eXlTarellular K'" concermalioo (I K'" J...) fmm 10 (nrnmaI corurnlration 
inASW) 1040 mM. When Ihe letra-KCNG K'" channel opens.lhere isan 
effiuxo(K'" leading lolheinilial hYP"'l"'larizalioo lriggeml by speroKl. 
Rilising [K ... I .... inhibils ¡he hype'l"'larizalion and a ll Ihe speract 
signalling cascad t. wilh Ihe exceplion of tht cCMP elevalion (37). 
SillCe lhere is nol a specific inhibilor for lhe Telra-KCNG (hannel. ~ 
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f'Is. 2. s.,.,.><t ~ """'" m_"'" IAl Ilr.,........- _0(",'1' from >p<rm stimul¡/«l by d _ ..,.,.""cancrnIJ .. "" (0.025-1 nM) in Ih<."""", or.,....1I« of 
.jO ... 1((] (05 nM .... r..:t.~tr""'). -. 1 mili -. "'" popbcI<. 11'I<;arrow indi.,., .. "'" __ .n _hn (B) Sununuyof oxp<rirn<ftl> p<rbmrd .. inA. no. .... i. "'" lit oflh< 
411. 10 lb< BoIttnunn _ .. .,., ( __ l_ ~ <IwI:r;~ w .. ""' .... r<d 7 • .n~ >i><f"" _ilion. lb< ti ..... t which lc..'· ~ ........ Iy ",.m.. it> _"- _ nu ....... d 
<~ "''''' top 0I'tb< <".... ........ p < OLlSo ""p < 0.01: ._p< nool 

USI' this Slrat~ aS a cootrol uf IIK' spn:;ficity of th~ SJl<'rm r..spon~ lo 
speract 

32. Tht> spt'TOCl-induced mitoclwndrial depoSlllizatiO/l ts indept'1ldenl of 

""/"""" cá'+ 

Since sperilct causes [Ca'" Ji increa-;o,s dependen! 00 (caH \..._ in sea 
urchin sperm (39.6J.64~ it waS expect~ it would innuenCl' mitochoo­
dria. a """Ite,- of con~uence 10 Ca2+ cell homeostasis. Considering 
!his. we ~x.nnined whe!her lhe spe,-dCt- induct'<! sperm mi!ochondrial 
depol~ riz~lion wdS dependen! On ICaH ). ... Unexpectt'<!ly. ~ found 
!h~! Ihis peptid~ waS ~ble 10 de<re~"" A~ when artificial ""awaler 
(ASW) conlaint'<! only 110 nM Ca'+ (OCaASW: Fig. 3). a condition 

!h~! elimina!es ICaH ]; ioc",ases (64]. Mort'Over. lhe depolarization 
w~s larger in OCM.SW than in ASW (Fig. 38) (see disrussion). Controls 
in high (K+¡.... show lhe expectt'<! respon"" dependeoce On the inilial 
Em hyperpllaril~tion triggered by Spl'r.lct. 

33. An artificial pH; ;1Krn:lIe dqJOiariNs 1M 5pl'mI miwcoombion 

SperdCt waS ab'" to dec",~"" A'f' in OCaASW. a condilion in which 
il elev~les pH; 141.64]. l1Jerefo",. Ihe milochondrial depolarization 
induct'<! by !his dec~peplide could be due lo !he pH; increa"". It is 
known Ihal dS speract. an NH.c1 ad dition elevates pH¡. inc"'ases 
ICaH

]; and dCtiv~les respir~!ion ~nd mO!ility in s: purpura(1l! sperm 
123.34.59.601. Notably. lhe dClivation ofrespiration and motility have 
been shown to ocrur independently of lCa" +). .. 123.59.61 ~ As cootro!s. 

A 
0.008 Sperac! (OCaASW) 

~ 0.006 

~ 0 .004 
Spcract (AS W) 

1::::..0.002 

~ 0.000 
KCI + Spcract 

-0.002 
O S 10 15 20 25 30 

Time (s) 

we corrobor~It'<!lhat speract incredSes p H; independently of exlernal 
CaH • thallhis respoo"" is inhibited by high (K+J.... a nd tha!. aS anlici­
paled. adding NHJJ alk.aliniles pH; even in the prese~ of high 1 K+ ]. ... 
(FIg. 4A and 8). In fact. the pH; ilJCl"ease lriggered by sperdCt is g",a!er in 
OC<ASW. 

In agrl't'n>en! wilh OIJr expectation. we found !hat NH.c1 addilions 
induce a A'f' decrea"" e ithff in the presence (FIg. 5 ... and B) or ~bse~ 
of(üH

].",. (Fig. se and O). In contrdSl!O !he sperdCt- induced A'f' 
decrea"". which is inhibilt'<! by high ( K+¡"', lhe NH,.a !riggered depo­
la rization was nO! (Fig. 511. in""t). These finding5. laken !ogether. suggest 
!hat il is lhe ilJCl"ea"" in pH;. and nO! the increase in ((aH]; or in cCMP. 
!hat is mainly re1a!t'<! to lhe sperm mitochond rial depolariLltion. 

Considering lhal the speract-induct'<! mitochondrial depolarization 
is ",Ia!ed!o !he pH; ilJCl"ease. we also examint'<! how compounds Ihat 
alter milochond rial fuoclion ~ffect Ihis rt'spon...,. The pm!onophore 
CCCP and rotenone (inhibi!or of complex [ ofthe ITC) CAusro an ~ppa r­

en! pH; acidifiGillioo in sperm (Fig. 6A ~nd B). Wh~n milochoodrial ApH 
was el imilldted wilh 2 ~ CCCP. lhe apparl'nl pH, decredSl' inductd by 
ro!enone w~s ~Iiminaled (Fig. 6B). The..., findings suggesl that in 
S. purpurn/us spenn. BCECF is also dislribIJting into lhe milochondrion 
~nd !h~! Ihe pH ch~nges !his org.melle undergoes. conlribule 10 Ihe 
Auor=nce changes obsefved in cell populatiom .. 

As ~xpectt'<1. oIigomycin (a specific inhibitor of the Fof, -Amynlhase) 
did nO! alter sperm p H; (Fig. 6A and B). Pret",almenl of sperm wilh 
ro!enone or oligomycin did nO! significantly alter Ihe p H; ",spon"" 
induct'<! by sper~ct (Fig. 6C and O): notably.l ~ CCCP did partially 
inhibil this respon"" (Fig. 6C and O). This later o bservati on could 
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A B 

~0.20 ~ 
NH,Cl ;::-0.2 • # 

¿ 0.15 SpemcI (OCaASW) 
~ 0.15 ...!!!. 

"" 'r-. 
c°.lO SperacI (ASW) 

;:;:: 0.1 

",. 
o. 0.05 ~ 0.05 

j¡ <O KCI + Speracl <O # 
0.00 0.00 

Speracl + + + + 
O 5 1015202530 KCI + + 

OCaASW + Time (s) NH,C I + + 

fI&. 4. SjI<r .... ina~ pi!, in >p«m _p<_ntty o(~m.ll 01·. (A) ~nt."i\ .. tr.>«<o(pI!, ,r..n:r; .. (6¡>H,) in >p«m >limuLII'" by 15 mM NI\,CI '" by 05 nM ""' .... in 
"'" pr<->rnc. (AS-N) ... _"'" (~) o( oxtom.Jl 01·. 01" prN"' ..... willl «1 mM Ka. -. "'" MrfM iodi< .... ,r.. oIIId_ (B) Surnm.l1Y o( .. 1"Ii ......... p<1fonno«I ... in 
A.. ........ ti'" "'" pi!, ~ 7 >.fIor oIIIditiom. ILII>~' "'" mNII ± ~ ... n n _ .... 5: 'p < ROS: " '~p < 0001 

suggesl lbal Spera<1 TTldy al...., increase Ih~ milochondrial pH. 111 addi­
lioll. Ihis filldillg illdical~S lbal Ihe eff~s caused by rOlelloll~ Or 
oligomyOlI are!lOt relaled lo Ihe speract-illduced pHi response but lo 
lheir mitochondrial targets. 

111 order 10 kJlOW if lhe acidificatioll of Ihe 5penn caused by CITP or 
rotellOne depellds olllh~ .0.11' hydmlysis. we pre-illcubaled lhe cells 
durillg 3 mili wilh 2 ¡!M oligomycill alld Ihell exposed Ihem ~ilher 10 
ITCP (2 ¡!M) or rolellOlle (2 ~). SI.lppl~melllary Fig. 2 shows Ihal 
both rompollllds acidify pH; independelltly of lhe Fof, -.o.11'ase activily. 

(((P. as others pmlollophores. shullles H+ from the illlennent ­
bralle s~ b.Kk illlO lhe milocholldrial malrix. Thil deviales pmlollS 

A 

=: ~.~:~ ~~37"·Cl 
~ 0.009 ;; O. O 10 20 30 
__ T"ne(. 

e 0.006 ,. 
<l 0.003 

NH,C I 
[mM] 

JO 

" 

o··ooot-;:;~o iJ 5 10 15 20 25 30 
Time (s) 

B 
0.012] 

::::-0.00 ... ... , 
~ 0.006 

00.003 ,. 
<1 o.ooofr--,l-..lJ--'LlL.J 

1';:" KCl 
-0.003 O 5 10 20 + Spcract 

NH,Cl [mM] + NH,Cl 

e 

from!he FoF, -.o.ll'syrtthase. depolarizes milochoodria. which illcreases 
Ih~ respiralioll rale. collapses Ih~ H+ gradielll acmSS Ih~ IMM alld 
Ih~n::by uTlCOuples ~l~rolllrallsport fmm .0.11' sylllh~sis (Reviewed 
ill (43 )). ROleoone. whicb illhibits complex I of Ib~ ETC. pr~ellts 
Ih~ utilizalioll of NADH aS a substrale alld aS CCCP. depol arizes Ih~ 
milocholldria reversing the aclivity Oflh~ FoF, -.o.11'sylllbase 10 FoF, ­
ATPase lhereby. illcreasillg lhe mitochondrial H+ collcelllralion 
(i.e .• acidifyillg the pH;) (65). Supplem~lIlary Fig. 2 shows Ihal (((P 
alld rOleoone aLso acidify pH; of sperm per~abilized witb 100 ~ 
digilollill. a collcenlratioll lbal mailllaillS milochondrial furKIicmality 
illlhe sJl"rm head (oor IlOl shown resul13: (66)) . ~ resultscoofinn. 

0.030 NH,Cl (OCaASW) 
~ 

~ 0.020 
~ 

D 
__ 0.020 

,; 0.01 5 
~ 

;; 0010 

~ 0.005 

NH,CI(ASW) 

Control 

5 10 15 20 25 30 
Time (s) 

O oooI-~y,-L--"-~ 

Conlrol AS W OCaASW 
10mM NH.CI 

fI&. 5. Ani!Ici.dIy ~ ""'mi pi!, by __ o( NH.,(l ~ ,r.. """'" mi_non _n in "'" _11« of "'ffiIoll ci' •. ~ tJ~ 0(,.. ... in..,...,.. rr..to<l 
wi'h dil'Jo,.." «>n< ... ""iom (';-1O mM) of NH.,CI in AS-N {A) .... willl 10 mM NH.C1 in ,r.. IU'<IKO (AS-N) '" _neo (~) oI"'ffiIoIl ci'· {(j. (A) Tho ..... .-. ,r.. 
~ 10 10 mM NH.,CI 01 >p«m ~pos«I 'o 40 mM 1((1 + 05 nM "",><1. Control con«p:lI1<b 'o ,r.. oIIIdiboo AS-N .. vd';'clo. Arrow> indic..tt. "'" oIIIdi'ioII 01 NH.C1 01" 

... _ . (B) .11Il (II) Surnm>ry o( .. pori""'"I> ""rfono ... ... in A (AS-N) ... e (OC>ASW) =porti"'¡y. """>in:& ,r.. RLIOR">C<n« ,""'" 7 > .n.. ,r.. _ition. a.n "'11'''''"' ,r.. 
""'.., ± '-".m n _ ]...6: '-p < 0.001 
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10 20 
Time (s) 

lO 
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f'Is. 6. I!<JI""""" ><Id CCO'awr .. __ ~ (A) R<P=ffi"_ Ir"'''' dpll,c~ in >p<m>_ witlldim<tllj'l>ul_ (~cantn>I~ 1 "" oIiFmYrin (0Ii11 "" 
_ ....... (RIlt) or 1 "" CCO'. O< (e) _inI 05 <1M >p<r ..... 1 mili .ti ... tbr >mloO a>n< .... r~hon. <JI' inIIObiton. Arrow. indic ... ,r.. _¡_~ (B) ..... (11) 'iumnwy <JI' ~ ... 
prrt,nn,d .. in "ore. ~_ Thr pi\, cr..nv< ~ ............ 60 • .tI .. ,r.. ..... ibiIon or CCCP ><Iditiom.. or 7 • .t'Ii« 'br_ al' __ ""- "'"" r<pr ...... ti>< .... n ± '-".JJL 

n _ J_S .• " < 0Jl5. "p < ruJl 

dS proposed. tI",( the pH indicalor BCECf.-AM Cdn enter Ih~ spenn 
mitochondrioo and T«Onl a pH acidificalion upon addition ofCcrPor 
rotenone. which is ¡ndependenl of .0.11' hydrolysis by (he Fof, -All'.ISe. 

3A. The spn«f-inducnl milochorubial dq>Olmization is portially ~t 
00 Fof",-A7J'symhast> octiviIy 

llle activation ofspenn ~piralion .. nd mOlilily are also rorrelaltd 
with mitochondrial .0.11' synlhesis [231 . As Ih~ mitochondrial All'~ 
synthe:siz~s ATP. it partially depolariz~s milochondria (67). To 
determine whether milochondrial depolarizalion induced by speract 
depends on FoF, -ATPsynlhase activily. s!",rm we", expoSl'd lo 
oligomycin. Fig. 7 A and ( show Ihal oligomycin hyperpolari~ Ih~ sea 
urchin spenn milochondriaand lhallhe spe<act- indIKed depolarizalion 
is grealer in sperm pr~xposed 10 oligomycin (Fig. 78 and (j. This 

A B 
0.025 

=- O. 
DM 

~O.O20 
o ~ 0.015 • ~ -0.005 

~O.O! ~ 

• ~ 0.005 < ·O_O! Oh 
O_OCIO , 

'" '" '" " Time (s) '" 

observalion indical~s lhal FoF,-All'synlhase inOuen",s lhe speract­
indoced milochondrial depolarizalion. bul lhal other componenls of 
lhe speract-triggered signalling cascade play a more importanl role in 
Ihis e-,o"nl 

J.5. Th~ spt'T<lct-induc~d milochondrial d~po/arizanon involves Cf'f-I 
activi/y 

In otheJ biological systems. Iheenlry of fr .... fally acids (FFA¡ inlO lhe 
milochondrion uncoupla lhe organelle. slimulala respiralion. and 
d~ases its Il.'f' (68t Giwn Ihal5peJact depolaril~S lhe milochondrion 
of sperm. we wondered if lhe depolarizatian could ¡,., due 10 Ihe 
enlranceof acyl-c:c.A.s Ihrough lhe c.vr shutl1e. Taexplo", Ihis possibil­
ily sperrn were Irealed with perhexiline (69) or elamoxir (70). two 
inhibilors ofc.vr-I.Ih~ enzymeconsidered lhe rale-limiling step in lhe 

e 
Oh + S¡>o:roc' 

0.02 
--

~ 

¿ 0.01 

• 

" " ~ -O. O I 

-0.02 ......... 
" 20 25 30 

Time (s) DM Olj~ . "~ 
fls.1._mjl_~jIOlLK«lby",", ..... j'~~"'0I!f<>f,-A~.rnWy_~_1«O!l!>0I' ....... f"""""'""trHt<dwi"':dimrtl!yl>ul_ 
(DM) .. oootrol. 2¡101<>Üpl!n)'Cin((Jj) (10).0< (B) witII0.5 nM..,... ..... _1 minm..- IJewn.nt. ~th<;nowo jlOli<nth<>ddiOOn>. (e) s..nun..yol'~ p<rionnod .. in 
A >ni! B. _fl~ ct..nr;~w .. m< .. 0ft<! 60. hrtb< ~ >dditioo.o< 7 • .tt.::r lb< _-. 01'..,..._ k:> '<pr<->rII1 th< ....... ± '-".m. n _ 3-5: 'p < omo "'p < 0.001 
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Irausfer of lCF,o. inlo lhe milochondria 1 ]7- 101. Elomoxir by ilS<']f 
eausnl an apparenl srnaU milochondrial depolarizaoon and pl'Jhexi]in~ 
a roore significanl one (Fig. 8,0. and 8). PMSib]y !",rhexi]in~ besid~s 
inhibiling Ih~ J\-oxidation Ihrough CPT-] al50 acts aS an uneoup]er 
17] l. ]nde!",ndently oflhe differenl appa",nl depo]arizalion inducffl 
by I~ inhibil<>n. lhey bolh a]mosl e]iminalffl (95 and 80:1: r..spec­
live]y) lhe s!",ract A'f' responS<' (Fig. se and Oj. 

Similar resu]IS were oblainffl in s!",rrnalozOd by artifieially 
a]ka]inizing pH; wilh NH.C] (dala nol shown) . Th~s~ results sugg~sl 
lhal (VI"- ] is invo]vffl in Ih~ milochondlion depolarization inducnl by 
speract. confinning Ihal S<'a urehin sJI"rm gellheir energy fmm Ih~ 
oxidation of endogenous ]ipids 1]4). Miemmo]ar coneenlralions 
1> ]0 ~I of eSlerifie<1 fally aeids incr~aS<' oxygen uplake. indueing a 
s]ighl Iransienl milochondria] rn,po]arizalion 172.73), whieh mighl 
be r~lalffllo an une(IIJp]ing ~ffe<1. This uncoup]ing effe<1 mighl a]so 
be explained by lhe increase in FF,o. con",nl",lion eaused by Ihe milo­
mondria] pH-SI'Tlsilive PIA2 in S. purpurotus sJI"nn 1 ]4t ]n sumrnary. 
lhe milochondria] depolarizalion mighl be due lo lhe SlJm olboth. lhe 
neessive inpul of ~slerififfl via CPT-] and 10 Ihe releaS<' of non ­
..sl~rified FF,o. by PlJ\2. 

3.6. Spt'1DCf incm:rsn tite NADH In't"ls in spmn 

l1Je ]~vels of N,o.OH provide infonnation abool lhe ",11 melabolir 
Slale. Given lhal S<'a urchin sJI"nn milochondria Can incorporal~ lCF,o. 
IhTlMJgh lhe (VI" shuljk, for its oxidation (via ¡HIxidalioo j. 10 gen .... ale 
NADH and FAOH2. ~ nplorffl if sJl"",ct alters NADH leve]s in sJl"nn 
populations. FIg. 9A and D show Ihal sJl"ract increases N,o.DH leve]s in 
sJl"nn. As menlioned abo"". spI'Jact diminish..s A'f' (Ihis wttk) inrn,­
Jl"nd~ntly ofICa""].,.,. Simila rly. sJI"ract also increas.-s NADH levrls in 
lhe absenee ofICa' ''') .. , (Fig. 9,0. and O) . According]y and consistenl 
wilh (llJr expectation. we found lhal NH.CI addilions also indoce an in­
creaS<' in NAOH levels ~ilh~r in Ih~ p",S<'nee Or abs~nee of ICa'''').., 
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,""",0.3 

& 0.2 

1::::.0. 1 
~ 
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:=- 0.2 

& 0. 15 

1::::.0.10 
~ 
<l 0.05 

o. 

CCCP 

Perhexi li ne 

Elomoxir 

OM "o J'cr CCCP 

(FIg. 98 and Oj. In conlrasl 10 lhe spI'Jact-indocffl elevalion ofNAOH. 
which is inhibilffl by 40 mM KCI. lhe NH.CI-Irigg .... ffl NADH ina~aS<' 
waS nO! (Fig. 9 0 ). Th~s~ findings all logether sUU"SI Ihal il is Ih~ 
incre= in pH; !hal is mainly ",lalffl 10 ti", elevalion oflhe NADH levels 
a nd nO! lhe increase in ( c.r "' ~ 

In addilion. we examined how lhe milochondria] inhibilors 
mlenone. oligomycin. and lbe prolonophor~ CC[J>. alter Ih~ levels of 
NADH in S<'a IITehin sJl"nn. As anlieipalffl. ml~none and oligomyein 
inereaSl'd NAOH ]~""Is. while CC[J> diminishffl lhem (Fig. OC and E). 
This is in aecord wilh p",vious r~ports in bull sperm 1741 and in 
eardiomyocyl..s 175 t 

3.7. SpmlCI irNTnISf5 mitochondlial NADH 1l'Vds Ilridizingfmty ocids 

As sJl"raCl elevales Ih~ 1<'Ve1s of NADH in S<'a urchin sJl"rm. il is 
possible Ihal Ihe ineceaS<' is due lo Ih~ oxidalion of FFA. To l..sllhis 
hypothesis. spenn ~'" exposed 10 lhe inhibilon ofCPT-1. perhexili"" 
and elomoxir. and Ihen stimulalffl wilh speract or NH.CI 10 meaSUre 
NADH Iev~ls. Fig. ] OA and 8 show lhal perh~xiline and ~Iomoxir 
lo~r Ih~ basal 1e""ls of NAOH in spenn. in a dose-deJl"ndenl 
manner. Furth~rmore. Ih~ IWO inhibilors eliminalffl Ihe respon S<' 
of spermaloZo.l 10 bolh speract (Fig. ]OC- F) and NH.CI (inset 
Frg. ] 00 and Fj. Th..se findings indicate lhal speract increas.-s lhe levels 
of NAOH d ue lo Ih~ alkalinisalion dependenl stimulalion of FFA 
oxidaoon. 

We also observe<! Ihal ex¡using lhe eells sequentially lo speract and 
lhen 10 NH.CI (mi: shawn j. di<! nO! eaUSl' an addil;v" effect on l he levels 
of NAOH. This. logether wilh lhe fael lbal Ir~almenl of spenn with 
NH.CI increases pI-!; (Fig 4 ) and NADH levels (Fig. 9 B. D) and lbal a sim­
ilar responS<' was ohIainffl wh~n measuring oxygen coosumpoon (60~ 
suggests Ihal Ihe rnain aClion of speract on Ih~ milochondrial 
metabolism is IhTlMJgh Ih~ incre= in pi-{¡. 
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fl&.1. lb< miIiodIon<lr'io~i<In ind",«l ~",","" i> "";nIy~ .. OH "'" CPT· t .rnoity. (Al ~ ..... iv< Tf!CO!l!ool d., froro "",",,"""«\ ";111: d ..... lllytsuf_ ( DM. 
rontroI~05 mM""""""". l 5 ,.o.t p<r1YxlUo< (~~ l,.od CUJ'OI (e] p<Nnnb.l1inl"'" ",l> dum,;l_ ( ... 1 h;n tbra.rol'..."...,x;.) w;III tbr,","",«Jn<ffitJ~.d¡DIUI>iIon .nd 
"""_ ... 05 nM ..,... ..... IIrrow.;nd ... '" ""' __ ~ (B) _ (O) s..nm.ry d<>:¡><ri ............ in (Al '" (el ~YrIy.-.. Ibrftuor=mcrdwltlo 7 • .tt ... II>r.&libon.1IM> 
~ Ib<mND ±...,.m n _ 4: ·p<o.os. " p <nm. ·- p<o.ool 
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f'Is.,.Sp<f.,,¡II<IH>r< ........ ofHADH.(A)~"_tr""" oft ... d\;I_intbrNADH.~ffiC<in"'"nn,.iJn.I¡;Olr<lwilll05nM_~ or(B)tJ_will'l15mM~ 
oill>« in ,r.. p~oc. (ASW) ar _. (~) al u1<m.oI c..". '" in ti .. ~ of «1 mM Ka (0.5 nM ",,"r<><t). _ 1 min 11<10« lb< pooplid<. or (C) 6~ 1o 

dimodlylwll",,'" (DM. rontrol). 1 ¡III rol....,..,. (1lot),l "'" oIilOl")'<" (m) or 0 .1 J#d CCO'. (D) .00 (E) Surnm>l)l of oxprt"irnrn,,,, .. A.oo B O< ( '«p<etiwly . • ,=~'" tbr 
1Iuor=-. """"'" 7 • .¡¡",. tbr_ 01 ...... ,.., O< NH.cl«l00 • .tI ... "'" -. O< cap ___ irolic ... 1h< >dditiom. s.n ~ .. th< ""' .. ± ... ro. n _ 4-7 

' p < D.05. ' '11 < o.m. " ', 'p< 0.001 

4. Disrussion 

1I has bet'1I e:stablished tll.1l speracl ",guJates s. purpurutu5 spenn 
!wirnming [761 and induces chemotaxis in Lytechinus pidus sperm by 
triggering [Cd'+]; cll.ilnges (38.77~ In addition. OUr gmup found thal 
mitochondrial inttibitors induced CaH uptake del"'OOenl Un (ca2+!. .. 
I ]5). ~ findings "'ad us ID suspn:t Ihal (ca2+); would be Ihe main 
link betw .... n lhe mitochondrion and sperm swimming ~uJalion by 
speract. To beller undersland lhe relalionship betw .... n lhe speract 
response and Ih~ milochondrion in ~a urchin spenn. we ~xamined 
how Ihis deapeplide arreelS Ih~ milochondrial membrane potenlial 
(1'1>1'). We found Ihal speract is ab¡" 10 depoJarize Ih~ S. purpura(U! 
sperm milochondrion (1'1>1' decrea~) (Fig. 2). Th~ SJl"raCI-lrigg~red 

pH; increase mediales lbe S. purpurarus stimulation of spenn re5piraoon 
rnainly by H+ efflux (60t In ~nl wilh Ihis we ob5erved Ihal lhe 
depolarizalion induced by speract was addilive 10 and beca"", larger 
wben spenn were lreated wilh partially uocOlJpling ro~ntraliom of 
CCCP (.50.1 ~: nO! shown). To OIJr surprise. Ihis n'Spon~ is indepen­
denl of(CaH ¡.", (FIg. 3). 

In S. purpuro/us sea urchin Sp"mI. sp"ract is ahl~ 10 imna~ cCMP. 
opening Ih~ letra-KCNG K+ channel lhal hYP"rpolarizes Em )28) and 
activales lhe Na+ /H + exchanger Ihal ~Ieval~s p H; indeJl"ndently of 
Ihe pre~nce of (CaH¡"L (36.41). Therefore. any of Ihese changes 
cOlJld be n'Sponsible for lhe speract -induced decrea~ in 1'1>1'. In Ihe 
pre~nce ofhigh (K+ ).... all sleps in lhe SJlC"acl signalling cas.:ad~ are 
blocked. wilh Ihe exceplion of a large elevalion in cCMP (37) (see 
Experimental procedun"i sectioo). Since lhe sp"'act-induced milochon­
drion depolarization is inhibiled by high )K+¡'",. (FIg.2 ). il is likelylhal 
Ihe pH; inc",~. a nd nO! lhe cGMP elevalion indoced by Ihis 
decapeptide. caUSl'S Ih~ milochondrial depoJarizalion. This possibilily 
waS ""'nlioned earty On by Schackrnann el al.. (61). bu! waS nO! 
dennnSlraled. 

We delermined lhal in ~a urchin spetm. lhe increase in pH; induced 
by speract is indep"ndenl of(ca2+¡. ... and lhal il is even higher in ilS 
al>ser¡a, (FIg. 4).ln such a rondilion. Na + uplake Ihrough Ihe Na+/H+ 
exchanger would be larger (411 possibly du~ 10 a larger Em hyperpolar­
izalion caused by sJI"ract. This rould explain. al leaS! in par!. why Ihe 
pH; increa~ lriggered by speract is higher in Ihe abSl'nce of CaH . 
Indeed. aS !hown in Fig. 3. lhe milochondrial depolarizalion indoced 
by speract is also larger in lhe abSl'nce of exlernal caH . which is 

consistenl wilh Ih~ h)lllOlbesis lhallhe pH; elevaoon caused by speract 
¡"ads 10 milochondrial depolarization. Our n'Sults confirm Ihis h)lllOlh ­
esis and show Ihal an NH.G addilion. which elevales pH; (FIg. 4: (34 )). 
depoJarizes sperm milochondria. even in nominal CaH (OCaASW) 
(FIg.5 ). 

Wh.." _ evalualed how cea>.úTects pH; in spetm. coolrary 10 whal 
was "'ported earlier )23~ we found lhal CCCP apparently acidifies lhe 
sp"rm p H; (Fig. 6 ). As in ral heart milochondria (65.78) Or inlact cells 
)79.80). CCCP acidifies sJI"rm milochondrial pH. Furthenno",. BCECF­
AM also dislribules 10 ~a urchin sperm milochondria (single cell 
medSu",menti. nO! shown). acrordingly Ih~ unroupler would caU5!: a 
Auorescence decrease imide Ihis organelle. Such acidificalion waS al50 
obserwd wilh rotenone. These n'Sults suggesl Ihal lhe observed acidifi­
calion signal has a milochondrial cornponent The fact lhal2 ~ CCCP 
eliminales Ih~ pH; acidification induced by rol~non~ is coosislenl wilh 
lbe proposal lhal CCCP and rotenone reduce lhe mitochondrial pH. On 
Ihe olher hand. exposing sJl"rm 10 oligomycin did not significantly 
aller lhe sJl"rm pH¡. consislenl wilh a previOlJs report (26). When we 
evalualed lhe I'IpH; induced by speract in sperm pre--<'xposed 10 
oligomycin Or rolenone. no significanl effects were found. NOlably. 
rollapsing sperm milochondriall'lpH with 2 ~ CCCP decreases lhe 
sJIC"act- induced pH; increase (Fig. 6 ). l1lough lhe uncoupler also affects 
Ih~ plasma mernbrane. IIrse resulls suggests lhal sJlC"act may increase 
bolh Ih~ cytoplasmic and Ihe milochondrial pH in ~a urchin sp"nn. 

Th~ sp"racl- indoced pH; in=~ slimulal~s axonernal dynein 
All'ases Ihal are finely coupled wilh milochondrial ATP synlhesis 
10 "'J!:ulal~ sea urchin sperm molilily (23). Milochondrial FoF, ­
Amynlhase activalion consumes energy frorn lbe H+ electrochemical 
gradienL depolarizing Ihis organ~l¡" (67). Accordingly. we found lhal 
inhibilion of lhe milochondrial All'ase wilh oligornycin hyperpolarized 
Ihe 1'1>1' and Ihal under lhe lame condilion: speract caused a larger 
milochondrial depolarizalion (Fig. 7). This finding suggests Ihal 
allhough lhe FoF, -All'synlhase activity moduJales lhe sp"ract induced 
1'1>1' depolarizalion. il is nO! Ih~ main faclor ronlrolling Ihis response 
and O!her factors mUSI inle,-v"ne. 

In isolaled milochondria. il has been demonslraled lhal f ...... fally 
acids (FFA) aller milochondrial function. and lhal lbe activation oflhe 
pH -~nsilive CPT-I Slimulal~S lhe ¡\-oxidation (21.81). According 10 
Ih~ aOOve. we found lhal inhibitingCPT-I with etomoxiror p"rhexiline 
eliminales Ih~ sp"ract- induced milochondrial depoJarizalion (Fig. 8 ). 
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TIris is ronsistell1. with the id~a tI",t the enlranc~ dFFA inlO the sperm 
mitochondria through CYf -iliutlte. is lhe m"¡n depoLuizing componenl 
.100 that il is rl'gULII~ by Ih~ pHi ~levation indoc~ by 5p<'ract. This was 
rorroborated by theobserv.tlion thallhe mitochondrial d~poLIriLllion 
causnl by NH.,O isal50 etiminated by theCYf-t inhibitors (oot shown). 

FFA Ihrough Ihe~xid.ttion in mitochondria produc..s NAOH and 
FADH2. We fOlJOO that stimul.itlion of spenn with sp"ract inaed5C5lh~ 
NADH ~ets rt'gdrd~s of[caH

\..., a nd thallhis responsc is inhibited 
by high [ K+J.x~ tI is tikety Ihallhe pH; increase is responsibte for 
increa~ing the levels of NADH. Con~i~tent with the above. artiricially 
alkalinizing sp"rm with NH.O incrM5e5 their NADH tevets. even in 
nominat eaH (OCaASW) (Fig. 9). Furthennore. ~ confirmed Ihal 
inhibilion oflh~ ETC with rolenon~ or Oflh~ FoF, -All'5ynlhase wilh 
otigomycin incre,ues the ~els of NADH while eccp dI'CrI"a5e5 lhem. 

To estitblish thal Ih~ NADH inaeases lriggered by speract wer~ 
rl"l.itted to lhe activily ofCYf-J. two inhibilors of Ihis enzynr. p"rhexilinl' 
.100 etomoxir. were lest~. 80th """rI" foond to prt"Vent lhe ina-ea .... in 
NADH induced by speract Or NH.O (Fig. 10).11 is ooteworthy 10 clarify 
lhat perhniline .lIso inhibits L-Iype eaH channels ( te", = 0.83 ¡.tM 

[82 ]) and their functionat presence has bn'n reported in sea urchin 
spenn [83[. Furthermore. Ihis romptM-md .lIso inhibits K+ --channels 
such itS HERG (lC", = t.5~ [84] .tnd Kyt5 (le.., = 15~ [85 ]).lhough 
tilt now tbese channels baye nol bn'n describnl in SCa urcbin spenn 
eonsidering lhe alxJy". we cannot disc.trd the possibilily Ih.tl pemexili"" 
is also .úfecting channels in OUr rood~L 

W~ .1150 obsefved Ihal exposing .... a urchin spenn Sl'quenli.itlty lo 
speract aOO lhen 10 NH.Cl (oot shown). did nO! cause an additive effect 
On the tevels of NAOH. This. togetheJ with the fael thallrl"almenl of 
~perm wilh NH.CI illOl'itS13 pH; (Fig. 4) aOO NAOH levels (F¡gs. 98. D). 
and Ihat a simitar rl"sponse was obtitin~ wh~n ,""asuring oxyg~n 
ronsumplion [60]. suggests lhal Ihe "",in action of speract On Ih~ 
mitochondrial met.1lK1lism is thflllJgh Ih~ increase in pH;. 

Sea urchin sp"nn l.itdtglyrotysis [ 14.46.47] and obtitin lhe ~nergy for 
motitily through oxidation of ~ndogenoll5 pbospholipids. partirularly 
pbosphatidylchotin~ (PC) whicb roIoc.tlizes wilh a pH--d~denl pbos­
pholip.ne Al (PU\2) activily in the milochoOOriat area [86]. 80th fally 
aad oxidation and PU\2 activily increase by rising pH; from 65 10 75. 
roincid~nl wilh motitily iniliation and actiyalion of rl'spiration [87]. 
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lbe increase in pH; lriggered by speract might al50 ilCtivate PIAl . in­
errase th~ FF.o. coneentration panially depolarizing lhe mitochondri.a 
and impairing!he ~le<lron transpor1 [68J Ieading lo imnased NADH 
bd<. 

FinaUy. howdo w~ relate lhe speract-induced milochondrial depolar­
izalion wilh Ihe inae~ in lhe NADH nuor=nce? When sea urchin 
sperm a", diluled in ASW pH 7.8 (basal rondilion). OOlh respiralion 
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and motilily are "'l!'Ilated by pH; [59~ Und...- Ihis coodition milochon­
drial FoF, -.o."'synlhase activity is in ~uilibrium wilh the axonemal 
dynein .o."'ase anivity in the nagella [23 .59). Speract binding lo its 
re<~plOr. incre~ pH; stimulating dynein .o."'ase activily and sperm 
r~spiralion 10 Ih~ maximum (23.59.88J. As Ihe activity of dyneins is 
grrater lhan A", prodUClion. lhe A", Jevels diminish depolarizing lhe 
milochondria [23.59.88[ . To eonlend wilh ~ner&Y demando Ihe pHi 
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iocre.ue lriggered by speract stimuLates lhe pH-dependenl dClivil~ of 
CPT-I [8] [ and PW [86.87) 10 fue] J\-oxidalion and ra ise Ih~ NAOH 
levels. lo n'store Il.'f' and All']evels. 

Supplemenl.uy Fig. 3!haw! Ihdl octaooale. a FFA Ihdl <loes no! use 
lhe camili"" shuttle [89). is unable 10 alter Ihe basa] sperm NAOH ~el! 
na- lhe increase induen! by speract. sugg~ing Ihdl CPT -1 is in .... ]ved in 
lhe response illriggers. Mor~ experiment! an' neede<! lo understilnd 
haw CPT-I pa rticipales in lhe speract signalingcasc.ad~. 

Our n'!ult! laken altogether an' con!i.llenl wilh lhe h)llJOlhesis Ihdl 
NAOH is derive<! from Ih~ oxidation of FFA in milochondria. which is 
slimulaled by Ih~ pH; ~~ation caused by s]X'ract. 

5. Condusion 

Considering lhe n'su]t! oflhis sludy and 1110 .... reporte<! previoo!ly 
(13.24.90). Our working hypolhesis for the in .... lv~m~nl of Ih~ 
mitochondrion in Ih~ respon .... ofthe S. purpumlu! sea urchin sperm 
lo Speracl is aS follows: binding of speril(\ 10 its n'C~pt .... On Ihe spenn·s 
flag<:lIa ~levales cCMP. which opens lhe lelra-KCNG K'" cha nn~1. and 
induces a trilnsienl Em hyperpolarizalion [28.29.91). This hyperpoLari­
zation aclivales lhe Na'" ¡'H'" exchanger, incre.uing Ih~ pH; 124,3],36J, 
which stimulales lhe CalSper chan",,1 incn'asing (CaH ); [35.36). 
Allhoogh it wa.! repa1e<llhal mitochondrial met.abolic Stille influeoces 
(caH [; [ ] 5[ . lhe pr..senl wori: shows thal it is Ih~ Speracllriggere<l 
iocrea .... in pH; which fine]y c ... rdinales NAOH increas.-s and milochon­
dria] depo]arization (Fig. ] ]A). The p H; increase lriggered by speract 
slimulales the pH; s~nsiliv~ ~nzym~s CPT-I (8 ] [ and PL".2 [86.87[ 10 
fuell~oxidalion [ ]7[ and increa .... FFA enlry [92] inlo milochondria 
respectively. raising NAOH levels lhal fee<llh~ ETC 10 n'g<:nerale "''l'. 
80th lhe ~nlry of FFA and lhe production of Ih~ir inlemrdiales during 
¡\-oxidation lead 10 Ih~ depolarization ofthe sperm milochondrion. 
slimulaling oxygen con!umption. l1Jo:: ETC consumes NADH lo rego::""r­
alethe "''1' Ihallhe F"F,-All'synlh= u....s 10 provide ~llI'Jgy lo sperm 
(Fig. ] ] B). We havecorroboraled lhal the sperm pH; incn'= induen! 
by NH.CI. Nen in lhe absence of(caH ¡.,.. mimiclhe speract n'!pon ..... 
l1rse findings. tilken logelher. indicale thdllhe pH; elevation lriggere<l 
by speract influences milochondria] "''1' and NADH levels. which COn­
Iribule 10 !llape lhe speraCl- induced changes lhal orcheslral~ sperm 
SWJ.mmmg. 

Supplemenlary data 10 Ihis article Can be foond onlin~ al hllp:lldx. 
doi.org/] O. ] O] 6fj.bb.1bio.2016.0] .003. 
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