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en el Instituto de Biotecnoloǵıa de la UNAM. La interacción con mis compañeros de
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Resumen

La reacción acrosomal (RA) es un evento exocitótico del espermatozoide, esencial para
la fecundación en los mamı́feros. Este proceso involucra diversos cambios fisiológicos
(bioqúımicos, biof́ısicos y morfológicos) que culminan en la liberación del contenido acro-
somal al medio extracelular, aśı como reorganización de la membrana plasmática (MP),
lo que permite al espermatozoide interactuar y fusionarse con el ovocito. A pesar de
muchos esfuerzos, aún quedan pendientes preguntas importantes sobre los mecanismos
moleculares que regulan a la RA. Particularmente, no es clara la contribución que tiene
la alcalinización acrosomal durante la RA en condiciones fisiológicas. Además, no se ha
estudiado la relación de dependencia entre la proporción de espermatozoides capaces de
realizar la RA y la heterogeneidad fisiológica en una población de espermatozoides. En esta
tesis, presentamos un modelo matemático discreto de la RA en humano, basado en las
interacciones fisiológicas entre algunos de los principales componentes de este complejo
proceso exocitótico. Mostramos que este modelo reproduce de forma cualitativa diversos
resultados experimentales y que puede utilizarse para analizar cómo el pH acrosomal (pHa)
y la heterogeneidad celular regulan a la RA. Los resultados presentados confirman que
el incremento de pHa puede, por si solo, disparar la RA en una subpoblación de esper-
matozoides e indican que es un paso necesario para inducir la exocitosis acrosomal por
medio de progesterona, un conocido inductor natural de la RA. También mostramos que
en una población de espermatozoides, la proporción de células capaces de realizar la RA
está directamente relacionada con la estructura detallada de la heterogeneidad fisiológica
presente en la población. Finalmente, mostramos que la RA es un fenómeno que opera
cerca de la criticalidad, un régimen dinámico caracterizado por la presencia simultánea de
robustez y adaptabilidad ante perturbaciones.
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Introducción

En esta tesis doctoral abordamos algunos aspectos sobre la fisioloǵıa del espermatozoide
de mamı́fero. Al inicio de su trayecto en el tracto genital femenino, los espermatozoides
de diversas especies, incluido el humano, son infértiles, muchos de ellos inmótiles y deben
atravesar por diversos procesos fisiológicos (biof́ısicos, bioqúımicos y morfológicos) que les
confieren la capacidad de fecundar al ovocito. El primero de estos, conocido como capacita-
ción, involucra la maduración del espermatozoide que se caracteriza por diversos cambios
bioqúımicos y biof́ısicos que resultan, entre otros eventos que se describirán posteriormente,
en una disminución en la frecuencia del batido flagelar y un incremento en su amplitud y
velocidad de nado [Chang, 1951; Darszon et al., 2011; Stival et al., 2016; Visconti et al.,
2011]. La capacitación es necesaria para que ocurra la reacción acrosomal (RA), un segundo
evento fundamental requerido para que el espermatozoide pueda fecundar al óvulo. Esta
reacción es el objeto de estudio de esta tesis.

La RA es un evento exocitótico único del espermatozoide, esencial para la fecundación
en diversas especies, incluido el humano, durante el cual el gameto masculino libera al
medio extracelular diversas enzimas hidroĺıticas alojadas en el acrosoma, una veśıcula
ácida contenida en la parte apical de la cabeza. Como consecuencia, el espermatozoide
remodela su membrana plasmática expresando y relocalizando diversas protéınas capaces
de interactuar y fusionarse con el ovocito.

El estudio de la RA no solamente nos permite entender mejor la fecundación, que es
uno de los procesos evolutivos más conservados y estudiados en bioloǵıa. Debido a su
fundamental importancia, entender los procesos fisiológicos involucrados en la RA puede
llevar eventualmente al desarrollo de tratamientos para regular la fertilidad masculina.

A pesar de los diversos esfuerzos por comprender los procesos involucrados en la RA,
todav́ıa no se entienden a cabalidad. No es claro dónde inicia la RA, qué ligandos fisiológi-
cos la promueven y cuáles son exactamente los actores bioqúımicos que participan en
ella. Además, existen preguntas pendientes sobre en qué especie la liberación de enzimas
hidroĺıticas al medio extracelular facilita el paso de los espermatozoides a través de la zona
pelúcida (ZP) [Darszon et al., 1999; Florman and Ducibella, 2006; Jin et al., 2011; Okabe,
2016; Wassarman and Litscher, 2009]. Sabemos que en el curso de este proceso hay un
incremento en las concentraciones intracelulares de Ca2+ ([Ca2+]i) [Darszon et al., 1999;
Sánchez-Cárdenas et al., 2014; Stival et al., 2016], aśı como de pH (pHi) [Nishigaki et al.,
2014; Stival et al., 2016]. La regulación del pHi es importante para el funcionamiento de
diversas protéınas. El canal de Ca2+ exclusivo del espermatozoide (CatSper) y el canal de
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K+ (Slo3) son fuertemente dependientes de pHi [Chávez et al., 2014; Nishigaki et al., 2014;
Zhang et al., 2006]. Se sabe que la progesterona (Pg), una hormona presente naturalmente
en las inmediaciones del ovocito, promueve la RA mediada por elevación de [Ca2+]i al
estimular CatSper en humano [Ca2+]i [Kirichok et al., 2006; Lishko et al., 2011; Mannowetz
et al., 2017; Miller et al., 2016; Strünker et al., 2011]. Se sabe también que el aumento
del pH intra acrosomal (pHa) puede producir un incremento en el [Ca2+]i y la RA en
espermatozoides de ratón y humano [Chávez et al., 2018; Nakanishi et al., 2001]. Sin
embargo, la relevancia de la alcalinización acrosomal durante el proceso de exocitosis
inducido en condiciones naturales no está establecida por completo.

Por otro lado, estudios en poblaciones indican que solamente una fracción de esper-
matozoides capacitados es capaz de presentar RA, ya sea de forma espontánea o inducida
con Pg. En muestras de espermatozoides de humano y ratón, aproximadamente 15-20 %
de las células realizan la RA de forma espontánea [Nakanishi et al., 2001], mientras que
solamente 20-30 % de ellas presentan RA inducida por Pg [Stival et al., 2016]. Aunque este
hecho sugiere que la heterogeneidad fisiológica juega un papel importante en determinar la
proporción de espermatozoides capaces de realizar la RA, espontánea o inducida por Pg,
esta heterogeneidad no se ha estudiado. Además, la RA se desarrolla progresivamente en el
tiempo [Sánchez-Cárdenas et al., 2014], lo que implica que en un momento determinado, el
estado fisiológico de los espermatozoides es heterogéneo. Esta hipótesis está fundamentada
en reportes de la literatura que muestran amplios rangos no uniformes de valores para las
concentraciones de diferentes componentes intracelulares en poblaciones de espermatozoides
de diferentes especies [Balbach et al., 2020; Luque et al., 2018; Molina et al., 2020].

En este trabajo, nos planteamos los siguientes objetivos:

Determinar cuál es el papel de cambios en el pHa durante la RA espontánea e
inducida por Pg.

Establecer la relevancia de la heterogeneidad fisiológica en la proporción de esperma-
tozoides capaces de realizar la RA, de forma espontánea o inducida por Pg

El estudio experimental de estos objetivos es dif́ıcil debido a diversas limitaciones, tales
como el tamaño del espermatozoide, su incapacidad para sintetizar protéınas, su movilidad
y la promiscuidad con la que algunos de sus canales como el CatSper responden a distintos
fármacos.

En este trabajo proponemos una generalización de las Redes de Regulación Genética,
propuestas por Kauffman en 1969 [Kauffman, 1969] y utilizadas en diversos sistemas
[Espinal et al., 2011; Mendoza and Alvarez-Buylla, 1998, 2000; Yang et al., 2018], para
construir la red de regulación discreta de la reacción acrosomal, un modelo matemático
y computacional que representa las interacciones fisiológicas más relevantes involucradas
en la RA. Este modelo puede reproducir cualitativamente muchos de los experimentos
reportados en la literatura y lo utilizamos para caracterizar cómo es que la heterogeneidad
fisiológica en una población de espermatozoides afecta a la proporción de células capaces
de presentar RA espontánea e inducida por Pg.

Nuestro modelo también corrobora que la alcalinización acrosomal puede disparar la

viii



Tesis de doctorado Andrés Aldana González

RA por si misma en una fracción de la población de espermatozoides y sugiere que es
importante para la RA inducida por Pg en otra fracción de la población.

Adicionalmente, nuestro estudio reveló que las v́ıas de señalización de la RA operan
muy cerca del punto cŕıtico, un régimen dinámico particular en dónde la robustez ante
perturbaciones y la adaptabilidad coexisten al mismo tiempo.

En conjunto, nuestros resultados indican que la heterogeneidad fisiológica está estre-
chamente relacionada con la proporción de espermatozoides que reaccionan y que el
incremento de pHa es esencial durante el proceso de RA.

Esta tesis está organizada en cuatro caṕıtulos principales. El primero contiene una des-
cripción de los antecedentes biológicos, matemáticos y computacionales necesarios para
desarrollar la red de regulación de la reacción acrosomal. Espećıficamente, este caṕıtulo con-
tiene una introducción a la fenomenoloǵıa de la RA, su importancia para la fecundación y
los procesos fisiológicos conocidos que la integran. Este conocimiento servirá como base para
construir las interacciones y funciones de regulación que conforman la red de regulación de
la RA. Además, este caṕıtulo provee una descripción de las redes de regulación genética pro-
puestas por Kauffman aśı como su importancia en el estudio de diversos sistemas biológicos.

El segundo caṕıtulo se enfoca en abordar la implementación de la red de reacción acrosomal
del espermatozoide humano. Esto incluye las hipótesis que tomamos para su construcción
y los lineamientos generales que utilizamos para definir los nodos, interacciones y la lógica
de regulación entre ellos.

En el tercer caṕıtulo presentamos los resultados obtenidos del análisis de la red. Calculamos
y caracterizamos los comportamientos estables de este sistema (atractores), corroboramos
nuestro modelo comparando su comportamiento con resultados experimentales reportados
en la literatura, caracterizamos la variabilidad fisiológica existente en los diversos atracto-
res, analizamos la capacidad de la red para realizar la RA ante perturbaciones del pHa y
estudiamos el régimen dinámico del modelo.

El cuarto y último caṕıtulo de esta tesis presenta sus conclusiones, en donde también
discutimos los resultados obtenidos en el tercer caṕıtulo y proporcionamos perspectivas de
trabajo futuro para expandir este trabajo.
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Caṕıtulo 1

Antecedentes

1.1. La capacitación

En el proceso de fecundación en los mamı́feros, los espermatozoides recién eyaculados
y depositados en el tracto genital femenino son inmótiles, carecen de la capacidad de
fecundar al ovocito y deben atravesar por un proceso de maduración, conocido como
capacitación, que les confiere la motilidad y la competencia para fecundar [Austin, 1951,
1952; Chang, 1951]. Uno de los efectos visibles de este proceso es un cambio en el batido
flagelar. Los espermatozoides recién eyaculados muestran un patrón de batido simétrico,
de alta frecuencia y baja amplitud. Durante la capacitación el batido del flagelo se vuelve
asimétrico, disminuyendo la frecuencia y aumentando la amplitud. Estos cambios, llamados
en conjunto hiperactivación, confieren al espermatozoide la capacidad para nadar en medios
de alta viscosidad, tales como el oviducto [Suarez, 2008].

La capacitación es un proceso complejo que involucra remodelamiento de la membra-
na plasmática, remoción de colesterol, extensos cambios en los patrones de fosforilación de
protéınas e incrementos en pHi y [Ca2+]i [Bianchi and Wright, 2016], aśı como hiperpolari-
zación de la membrana plasmática [Chávez et al., 2013; De La Vega-Beltrán et al., 2012;
Stival et al., 2016]. Solamente una sub-población de espermatozoides (20-40 %) tiene la
capacidad de capacitarse y no son claros los 6 mecanismos moleculares involucrados en
esta çapacitación selectiva”, ni en los cambios celulares antes mencionados.

Además de ser indispensable para la motilidad del espermatozoide, la capacitación es una
precondición necesaria para la RA natural en el espermatozoide de mamı́fero.

1.2. La reacción acrosomal

El acrosoma es una veśıcula ácida, derivada del Golgi, que se encuentra en la parte apical
de la cabeza del espermatozoide de diversas especies, incluidos los mamı́feros (Figura
1.1), y contiene Ca2+ y enzimas hidroĺıticas, principalmente acrosina e hidrolazas que se
liberan al medio extracelular por medio de fusión vesicular en un evento de exocitosis
único del espermatozoide conocido como la reacción acrosomal (RA) [Dan, 1952, 1954;
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Darszon et al., 2011]. Este evento ocurre una sola vez en la vida del espermatozoide y
es fundamental para la fecundación. En este trabajo, nos referimos de forma diferente a
dos secciones de la membrana que contiene al lumen acrosomal: la membrana acrosomal
interna (MAI) próxima al nucleo y la membrana acrosomal externa (MAE), próxima a la
membrana plasmática del espermatozoide (MP). La Figura 1.3 muestra un esquema de la
distribución de estos elementos dentro de la célula.

Figura 1.1: Esquema morfológico del espermatozoide de mamı́fero. En la parte apical de
la cabeza se encuentra el acrosoma, una veśıcula ácida derivada del Golgi que contiene
Ca2+ y enzimas hidroĺıticas que se liberan al medio extracelular por exocitosis. Figura
obtenida y traducida de [Eisenbach and Giojalas, 2006]

Aunque no se conoce dónde se inicia la RA en varias especies de mamı́fero, esta se da
durante el trayecto en el tracto genital femenino, después de la capacitación y está asociada
con los eventos siguientes [Darszon et al., 2011; del Ŕıo et al., 2007; Mayorga et al., 2007;
Sosa et al., 2014]:

1. La concentración de [Ca2+]i aumenta, debido a la actividad de receptores de IP3 que
liberan Ca2+ del acrosoma, aśı como por actividad de diversos canales de Ca2+ en la
membrana plasmática.

2. El incremento de [Ca2+]i estimula la producción de adenośın monofosfato ćıclico
(cAMP) e inositol 3-fosfato (IP3) y activa fosfodiesterasas (PDE) y sinaptotagmina
(Synap).

3. El acrosoma aumenta su volumen y la MAE se deforma (Figura 1.2 F-G).

4. Esta deformación produce puntos de contacto entre la MAE y la MP que después se
convierten en poros (Figura 1.2 H) producidos por actividad de protéınas SNARE.

5. Los poros aumentan su tamaño y se forman veśıculas h́ıbridas constituidas por la
MAE y por la MP (Figuras 1.2-I y 1.3-II).

6. Como consecuencia de la vesiculación, el contenido acrosomal se expone al medio
extracelular generando aśı exocitosis. Por otra parte, la pérdida de la MAE, la
MP y la matriz acrosomal permiten que la ahora ex-membrana acrosomal interna
también quede expuesta al medio extracelular, convirtiéndose en la nueva membrana
plasmática del espermatozoide (Figura 1.3) [del Ŕıo et al., 2007; Sosa et al., 2016].
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Figura 1.2: . Micrograf́ıa electrónica que muestra las diferentes etapas de la reacción
acrosomal: El acrosoma aumenta su volumen y la membrana acrosomal interna se aproxima
a la membrana plasmática (E-F). La membrana acrosomal externa se deforma (G). La
deformación crea puntos de fusión entre ambas membranas (H). Los puntos de fusión se
expanden y forman veśıculas h́ıbridas conformadas por la membrana acrosomal externa y
la membrana plasmática (I). Figura obtenida de [Sosa et al., 2014]

De esta forma, la reacción acrosomal es un evento ”todo o nada”donde una sola veśıcula se
fusiona en varios puntos con la membrana plasmática y no existe reciclamiento de protéınas
de fusión o de elementos de la membrana, tal como sucede en otros esquemas de exocitosis
[Darszon et al., 2011; Mayorga et al., 2007].
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Figura 1.3: Cambios morfológicos del espermatozoide en la reacción acrosomal. La vesicu-
lación del acrosoma y la membrana plasmática libera el contenido del acrosoma que se
difunde en el medio extracelular, generando aśı exocitosis. Además, la pérdida del acrosoma
también expone la membrana acrosomal interna, la cual se convierte en la nueva membrana
plasmática a partir del segmento ecuatorial. Figura obtenida de [del Ŕıo et al., 2007]

La visión clásica de este proceso propone que las enzimas de la matriz acrosomal liberadas
al medio extracelular facilitan el paso del espermatozoide a través de la zona pelúcida (ZP),
una capa de glicoprotéınas que rodea al ovocito y que los espermatozoides deben penetrar
para poder fecundarlo [Darszon et al., 2011; Florman and Ducibella, 2006; Wassarman and
Litscher, 2009]. Sin embargo, hay evidencia de que son aquellos espermatozoides carentes
de acrosoma, los que tienen capacidad para penetrar la zona pelúcida y realizar la fusión
con el ovocito [Bianchi and Wright, 2016; Inoue et al., 2011; Jin et al., 2011; Kuzan et al.,
1984]. Este descubrimiento generó una nueva hipótesis: la reacción acrosomal ayuda a
remodelar y reorganizar la membrana plasmática del espermatozoide, exponiendo al medio
extracelular protéınas que antes estaban ocultas en la MAI y que se relacionan con el
reconocimiento y acoplamiento con la zona pelúcida, aśı como con el acoplamiento y fusión
con la membrana plasmática del ovocito (Figura 1.4) [Bianchi and Wright, 2016]. Los
mecanismos que operan y regulan la RA no se conocen completamente por lo que debe
seguirse investigando a fondo. Sin embargo, la importancia de este proceso es clara, los
espermatozoides incapaces de hacer la RA son infértiles [Balestrini et al., 2015].
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Figura 1.4: La zona pelúcida (ZP) es una capa de glicoprotéınas que envuelve al ovocito. En
el esquema clásico se plantea que el evento fisiológico que dispara la RA es el contacto con
la ZP y la exocitosis de enzimas ayuda a digerir esta capa, facilitando la penetración del
espermatozoide hacia el espacio perivitelino (2). Evidencia más reciente propone que la RA
ocurre antes del contacto (2’) y expone nuevas protéınas en la membrana plasmática del
espermatozoide, capaces de interactura con la ZP y la membrana del ovocito. Actualmente
es tema de debate quién induce, dónde inicia y cuál es la función de la RA. Figura obtenida
y traducida de [Bianchi and Wright, 2016]

1.2.1. Inductores de la RA

La lista de elementos extracelulares e intracelulares capaces de inducir la RA es muy exten-
sa. En este trabajo solamente nos enfocamos en algunos de los principales, espećıficamente
la Pg.

Mencionamos anteriormente que la capacitación es un proceso de maduración que in-
volucra diversos cambios bioqúımicos y biof́ısicos en el espermatozoide, cuya función es
preparar la maquinaria molecular para desarrollar funciones espećıficas, tales como la RA.
Sin embargo, una vez que los espermatozoides están capacitados, diversos est́ımulos pueden
producir esta reacción de exocitosis.

Durante años, se pensó que el est́ımulo f́ısico que dispara la reacción acrosomal es el
contacto con ZP3, una glicoprotéına espećıfica de la zona pelúcida [Mayorga et al., 2007;
Shur et al., 2006; Snell and White, 1996]. Sin embargo, otros trabajos sugieren que existen
est́ımulos diferentes capaces de inducir exocitosis, por ejemplo la Pg, una hormona presente
en las proximidades del ovocito [Sánchez-Cárdenas et al., 2014; Schuffner et al., 2002].
Progesterona y ZP3 producen un aumento en las concentraciones de ([Ca2+]i), lo cual
es consistente con el uso frecuente de ionóforos de calcio como inductores de exocitosis
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acrosomal. Se piensa que un aumento en los niveles de [Ca2+]i se relaciona con varios
eventos, por ejemplo: activación de fosfolipasa C (PLC) que produce inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3), activación de canales de calcio en la MAE, aumento en la producción de cAMP a
través de adenilato ciclasa soluble (sAC) sensible a Ca2+ y activación de sinaptotagmina
[Darszon et al., 2011; Mayorga et al., 2007].

En los humanos, la Pg promueve la RA a través de la activación de CatSper, un ca-
nal de Ca2+ localizado en la pieza principal del flagelo del espermatozoide [Lishko et al.,
2011; Strünker et al., 2011]. Esta hormona, sin embargo, no promueve la activación de
CatSper en el ratón[Mannowetz et al., 2017; Orta et al., 2018], aunque es capaz de promover
la RA en esta especie[Murase and Roldan, 1996; Nahed et al., 2016]. Lo anterior sugiere
que la Pg puede promover la RA a través de diferentes v́ıas de señalización que todav́ıa no
se han identificado.

Existen otros ligandos celulares capaces de inducir la RA, tales como GABA [Jin et al.,
2009; Meizel et al., 1997; Wistrom and Meizel, 1993], glicina [Kumar and Meizel, 2008],
EGF [Daniel et al., 2010], ATP [Luria et al., 2002; Rossato et al., 2005], acetilcolina
[Bray et al., 2006], esfingosina-1-fosfato [Darszon et al., 2011; Suhaiman et al., 2010], y
NNC55-0396 [Chávez et al., 2018].

La diversidad en los inductores de la RA dificulta y hace necesario estudiar las señales
fisiológicas en la interacción espermatozoide-ovocito que disparan este evento.

1.2.2. Regulación de la reacción acrosomal

A pesar de los distintos esfuerzos de diversos grupos de investigación, los eventos bioqúımicos
y biof́ısicos involucrados en RA están lejos de ser completamente entendidos. Sin embargo,
a través de años de investigación, estos esfuerzos han proporcionado información sobre los
actores moleculares intracelulares más relevantes, aśı como las interacciones entre ellos,
durante el desarrollo de este complejo proceso de exocitosis. En este trabajo intentamos
resumir los actores y procesos más importantes que regulan la RA. Estos se encuentran
esquematizados en la Figura 1.5.

Regulación de pHi y pHa

La regulación del pHi en los espermatozoides se lleva a cabo principalmente por flujos de
protones (H+) entre el medio extracelular, el citosol y las pozas internas, aśı como por
el transporte y metabolismo del bicarbonato (HCO3

−) [Balbach et al., 2020; Chae et al.,
2017; Hidalgo et al., 2020; Lishko et al., 2010; Nakanishi et al., 2001; Nishigaki et al.,
2014; Romero et al., 2013; Soriano-Úbeda et al., 2019]. En la membrana plasmática un
cotransportador Na+/HCO3

− (NBC) permite la entrada de HCO3
− [Nishigaki et al., 2014;

Romero et al., 2013], mientras que un intercambiador Cl−/HCO3
− (SLC) dependiente de

pH lo saca al medio extracelular. Incrementos en la concentración de HCO3
− intracelular

([HCO3
−]i) también activan Adenilato Ciclasa soluble (sAC) [Chen et al., 2000; Kleinboel-

ting et al., 2014; Nishigaki et al., 2014; Okamura et al., 1985]. El intercambiador Na+/H+

espećıfico del espermatozoide (sNHE) contribuye de forma importante a la regulación del
pHi en espermatozoides de ratón [Nakanishi et al., 2001; Nishigaki et al., 2014; Wang
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Figura 1.5: Diagrama de la red de señalización involucrada en el desarrollo de la RA en
espermatozoides humanos. La caricatura muestra los principales componentes moleculares
y eventos de señalización, considerados para desarrollar el modelo descrito en este trabajo.
Los enlaces azules entre componentes indican interacciones positivas, mientras que los
enlaces rojos indican interacciones negativas. Se indica la localización de los diferentes
componentes que residen en el flagelo y la cabeza.

et al., 2007], aunque resultados recientes indican que es el intercambiador Na+,K+/H+

(NHA1) el transportador importante para el incremento de pHi inducido por ZP durante
la RA. En el espermatozoide de humano, el canal de H+ Hv1, promueve la alcalinización
del citosol y parece ser el principal regulador del pHi [Chae et al., 2017; DeCoursey, 2013;
Lishko et al., 2010; Miller et al., 2018; Nishigaki et al., 2014].

En el acrosoma, el pH del espacio intra acrosomal se mantiene ácido (pHa ∼ 5.4), principal-
mente por medio de una H+ V-ATPasa localizada en la membrana acrosomal [Chávez et al.,
2018; Nakanishi et al., 2001; Sun-Wada et al., 2002]. A su vez, el pHa ácido contribuye en
la acidificación del citosol por medio de una corriente de fuga de H+ de la membrana acro-
somal (HLeaka) cuyos transportadores no han sido completamente determinados [Chávez
et al., 2018; Nakanishi et al., 2001]. En la literatura se propone que un intercambiador
Na+/H+ somático en la membrana del acrosoma podŕıa participar en este flujo [Nakamura
et al., 2005; Oberheide et al., 2017], sin embargo su existencia todav́ıa no está establecida.
Durante la capacitación el pHa aumenta y esto incrementa la RA producida de forma
espontánea [Nakanishi et al., 2001]. Debido a ello, se propuso que un incremento de pHa

durante la capacitación puede ser un requerimiento para preparar al espermatozoide para
la RA. En este sentido, bases débiles permeables capaces de alcalinizar el acrosoma también
son capaces de liberar Ca2+ de compartimentos ácidos incluyendo el acrosoma, incrementar
[Ca2+]i e inducir la RA [Chávez et al., 2018]. Además, se propuso que la alcalinización
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acrosomal también está involucrada en el hinchamiento del acrosoma y la deformación de la
membrana acrosomal externa (OAM) durante la RA, a través de la activación de enzimas
proteoĺıticas dependientes de pHa, que desestabilizan y disgregan la matriz acrosomal
[Chávez et al., 2018; Guyonnet et al., 2014].

Regulación del potencial de membrana (Em)

Existe evidencia de que la hiperpolarización de la membrana plasmática es importante
para la capacitación, y por tanto, necesaria para que ocurra la RA [Molina et al., 2020].
Además, la despolarización de la membrana en espermatozoides capacitados puede modular
este evento de exocitosis [Darszon et al., 2011; De La Vega-Beltrán et al., 2012]. Estos
eventos sugieren la existencia de una regulación fina del Em durante la capacitación y la
RA. El Em regula y es regulado por diferentes transportadores iónicos. La despolarización
de la membrana activa canales dependientes de voltaje, como los clásicos Cavs [Darszon
et al., 1999; Zhang and Gopalakrishnan, 2005], un tema controvertido, CatSper [Chávez
et al., 2014], canales de K+ (IKsper) [Chávez et al., 2014; Zhang et al., 2006] y Hv1 [Chae
et al., 2017; Lishko et al., 2010]. El Em también tiene influencia en la actividad de sNHE
(en espermatozoides de ratón), que es activado por hiperpolarización y participa en la
alcalinización del espermatozoide [Chávez et al., 2014]. Flujos catiónicos inducidos por
IKsper y Hv1 promueven hiperpolarización, aśı como la entrada de HCO3

− por activación
de NBC. Finalmente, la entrada de Ca2+ por activación de CatSper (posiblemente también
por Cavs) y canales de Ca2+ operados por depósitos (SOCs), además de incrementar
[Ca2+]i, despolariza el Em [Correia et al., 2015; Darszon et al., 2011; Sosa et al., 2016]

Regulación de Ca2+ citosólico y acrosomal

Está establecido que elevaciones orquestadas de [Ca2+]i son cruciales para la RA. En
la cabeza del espermatozoide, después de la inducción de la RA, Ca2+ entra al citosol
principalmente a través de canales SOC en la MP (evidencia indirecta [Sosa et al., 2016]).
También ocurre liberación de inositol 3-fosfáto (IP3) causada por fosfolipasa C delta 4
(PLCδ) que activa receptores de IP3 (IP3R) en la MAE [Darszon et al., 2011; Fukami et al.,
2001, 2003; Mayorga et al., 2007; Sosa et al., 2016; Tomes, 2015]. Estos últimos son canales
de Ca2+, dependientes de [Ca2+]i e IP3, con un sitio de unión para IP3 y dos sitios de unión
para Ca2+ de baja y alta afinidad que promueven la apertura o inactivación del canal,
respectivamente [Belmonte et al., 2016; Bezprozvanny et al., 1991; Foskett et al., 2007;
Schmeitz et al., 2013]. En presencia de IP3, un incremento moderado en [Ca2+]i resulta
en la apertura de los IP3R, mientras que altas concentraciones de este catión bloquean el
canal. La activación de los IP3R libera Ca2+ del acrosoma. Este evento es detectado por
moléculas de interacción con el estroma (STIM) en la MAE [Darszon et al., 2011; Sosa
et al., 2014], que a su vez se reorganizan y activan canales SOC en la MP [Lefièvre et al.,
2012; Sosa et al., 2016]. En el flagelo, CatSper incrementa la concentración de [Ca2+]i
[Kirichok et al., 2006; Lishko et al., 2012]. Dos tipos diferentes de ATPasas de Ca2+ ayudan
a controlar la elevación de Ca2+ promovida por los canales SOC e IP3R. La ATPasa de
Ca2+ de la membrana plasmática (PMCA), transporta Ca2+ al medio extracelular [Da
Costa et al., 2016; Schuh et al., 2004] y una ATPasa de Ca2+ en el acrosoma (ACA)
contribuye en mantener los altos niveles de [Ca2+]a en este organelo, necesarios durante las
etapas finales de la RA. Existe debate sobre cuál es el tipo de ATPasa que moviliza Ca2+
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hacia el acrosoma. La bomba APTasa tipo 1 de la v́ıa secretora (SPCA1) se expresa en
espermatozoides humanos, aunque parece estar localizada principalmente en la región del
cuello [Harper et al., 2005]. Además, un estudio diferente muestra que la ATPasa de Ca2+

tipo 2 del ret́ıculo sarco/endoplásmico (SERCA2) se expresa en la región del acrosoma
y la pieza media [Lawson et al., 2007]. Se debe investigar más a fondo la contribución y
presencia de estas dos formas de ATPasa de Ca2+ en la RA.

El Ca2+ es un modulador de diferentes v́ıas de señalización: participa en la activación de
PLC que produce diacilglicerol (DAG) e IP3 [Darszon et al., 2011; Nahed et al., 2016], en
la activación de AC que incrementa la concentración de cAMP, en la activación de PDE
que producen el efecto opuesto a la AC [Jungnickel et al., 2007; Sosa et al., 2016] y en la
activación de sinaptotagmina (SYT) [Hutt et al., 2005], un sensor de Ca2+ importante en
las etapas finales de la fusión entre membrana [Mayorga et al., 2007].

Fusión entre la membrana acrosomal externa y la membrana plasmática

Los eventos que intervienen en la fusión entre la MAE y la MP durante la RA no están
completamente caracterizados. Sin embargo, diversos elementos involucrados en otros
procesos de exocitosis también están presentes en el espermatozoide de mamı́fero, tales
como protéınas Rab3A asociadas a Ras [Iida et al., 1999; Ward et al., 1999; Yunes et al.,
2000], factor sensible a la N-etilmaleimida (NSF) [Michaut et al., 2000; Ramalho-Santos
and Schatten, 2004], protéınas α de fijación soluble de NSF (αSNAP) [Tomes et al.,
2005], miembros de la familia de receptores de SNAP (SNARE’s) [Ramalho-Santos et al.,
2000; Schulz et al., 1998; Tomes et al., 2002], protéınas asociadas a SNARE’s como la
complexina [Redecker et al., 2003; Zhao et al., 2007], protéınas reguladas por Ca2+ como
sinaptotagmina (SYT) [Hutt et al., 2005, 2002; Ramalho-Santos et al., 2000] y calmodulina
[Trejo and Mújica, 1990], aśı como protéınas relacionadas al transporte vesicular tales
como la dinamina [Mayorga et al., 2007; Zhao et al., 2007].

El grupo de Mayorga propone un modelo [Mayorga et al., 2007], basado en múltiples
reportes de la literatura, para describir los eventos fisiológicos espećıficos involucrados
en la fusión de membranas durante la RA en espermatozoides de ratón. Este modelo
también es consistente con observaciones experimentales en espermatozoides humanos y
lo tomamos como una hipótesis inicial para este trabajo de tesis. El modelo considera
que en etapas tempranas de la fusión, SYT está inactiva y hay complejos cis-SNARE
inactivos, ensamblados entre la MAE y la MP, que mantienen a la RA en pausa hasta
que otros eventos la disparan. Más tarde, los canales IP3R se abren y liberan [Ca2+]a del
acrosoma, lo que promueve apertura de canales SOC e incremento de [Ca2+]i. Estos eventos
estimulan la actividad de adenilato ciclasas solubles y/o transmembranales, incrementando
los niveles de cAMP [Baxendale and Fraser, 2003; Branham et al., 2006; Steegborn, 2014].
Hay evidencia de que este incremento promueve deformación de la MAE e hinchamien-
to del acrosoma, posiblemente activando Rab3A a través de protéınas de intercambio
directamente estimuladas por cAMP (EPAC) [Mayorga et al., 2007; Yudin et al., 1988].
Los eventos que conectan [Ca2+]i con cAMP, EPAC y Rab3A no son claros, pero en la
literatura se propone que después de la activación de Rab3A, NFS y αSNAP, los complejos
cis-SNARE se desensamblan y reorganizan en complejos trans-SNARE [Blas et al., 2005].
En este punto, la SYT se desfosforila y la fusión queda en pausa hasta que Ca2+ se libera
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desde el acrosoma para activarla. Este modelo considera que el Ca2+ libre en el citosol es
inaccesible al pequeño espacio existente entre la MAE y la MP en los estados finales de la
RA y que se requiere de actividad de los IP3Rs para proveer la concentración necesaria de
Ca2+ que active SYT, quien a su vez activará a las SNAREs, finalmente permitiendo la
fusión entre membranas.

1.3. Redes de regulación bioqúımica

En esta sección abordamos de forma general y abstracta los conceptos e ideas principales de
las redes de regulación bioqúımica, sus fundamentos y el estudio de sus estados dinámicos.
Retomamos estos conceptos en los caṕıtulo 2 y 3 de esta tesis para desarrollar y analizar
la red de regulación de la RA.

En las últimas décadas, la bioqúımica y la bioloǵıa molecular han identificado com-
plejos patrones de interacción entre moléculas intracelulares y extracelulares en diversos
sistemas. Generalmente, estas biomoléculas forman redes de interacción involucradas en la
señalización celular durante diferentes procesos. En la actualidad, diversas técnicas experi-
mentales novedosas son capaces de identificar componentes de estas redes para determinar
sus actividades bioqúımicas. Sin embargo, entender el comportamiento de la red como un
sistema completo continúa siendo una tarea complicada, los procedimientos experimentales
son costosos en tiempo y recursos y, en muchas ocasiones, es dif́ıcil estudiar a detalle los
efectos de est́ımulos dentro y fuera de las células. Por ello, frecuentemente se utilizan
herramientas matemáticas y computacionales que facilitan la interpretación de datos y
en general, ayudan a entender el comportamiento de sistemas biológicos [Morris et al., 2010].

En 1969, Stuart Kauffman propuso un modelo formal de interacción y regulación en-
tre genes para describir patrones de expresión genética que regulan la diferenciación
celular [Kauffman, 1969]. La interacción entre genes conforma una red genética cuyo estado
está descrito por un conjunto de N variables discretas x1, x2, ..., xN , cada una representando
el estado de un solo gen. T́ıpicamente, cada variable xi es booleana y toma el valor 1 si el
gen está expresado o 0 si no lo está, aunque puede haber variables con más de dos valores
discretos.

El estado de expresión de cada gen xi está determinado por el estado de otros genes
denominados ”reguladores” de xi. De esta forma, el estado de xi puede expresarse a través
de una función de regulación Fi que depende del estado de los reguladores de xi. Aśı, cada
variable actualiza su estado en pasos discretos de tiempo conforme a la siguiente regla
dinámica:

xi(t+ 1) = Fi(xi1(t), xi2(t), . . . , xik(t)) (1.1)

Donde xi1, . . . , xik son los reguladores de xi. En general la construcción de las funciones
de regulación Fi requieren de un trabajo artesanal complicado que involucra la informa-
ción existente en la literatura y la experiencia propia del diseñador. Comúnmente, Fi se
construye utilizando tablas de verdad o funciones lógicas que asignan un valor a xi por
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cada combinación posible de sus reguladores [Kauffman, 1969].

La aplicación de la función de regulación Fi puede darse de acuerdo a dos esquemas
principales. En el más simple, dado un estado inicial de la red, todas las variables xi
se actualizan de forma simultanea (actualización śıncrona). Esta aproximación es fácil
de implementar y computacionalmente eficiente, aunque puede dar lugar a artefactos
dinámicos, tales como ciclos espurios. Por otro lado, las transiciones entre un estado y
otro pueden darse a través de actualización aśıncrona, es decir, una sola variable (nodo)
cambia su estado en cada paso de tiempo. Este esquema requiere la implementación de
reglas dinámicas adicionales, por ejemplo, especificar tiempos de retraso, prioridades o
sub-grupos de actualización śıncrona [Faure et al., 2006]. Estas reglas son, en general,
dif́ıciles de implementar, son sensibles al contexto particular de cada problema y requieren
la especificación de parámetros que t́ıpicamente no se conocen. Debido a ello, en este
trabajo de tesis abordamos la aproximación más simple: actualización śıncrona.

Los primeros modelos de regulación de este tipo haćıan suposiciones irreales biológicamente
y los experimentalistas ignoraron estos modelos [Aldana and Cluzel, 2003; Espinosa-Soto
et al., 2004]. Sin embargo, en la actualidad existen descripciones genéticas relativamente
completas de varios sistemas, que permiten el desarrollo de modelos de regulación genética
realistas en la diferenciación celular [Abou-Jaoudé et al., 2015; Espinosa-Soto et al., 2004;
Hasty et al., 2002; Mendoza et al., 1999].

Diversos trabajos han extendido este modelo de red de regulación genética para desarrollar
redes de regulación bioqúımica en diversos sistemas [Albert and Othmer, 2003; Espinal
et al., 2011; Espinal-Enŕıquez et al., 2017; Espinosa-Soto et al., 2004; Faure et al., 2006;
Huang and Ingber, 2000; Huang et al., 2005; Li et al., 2004; Mendoza and Alvarez-Buylla,
1998, 2000; Mjolsness et al., 1991; Morris et al., 2010; Salazar-Ciudad and Jernvall, 2002;
Von Dassow et al., 2000], donde los nodos de la red representan biomoléculas presentes
dentro o fuera de las células, el estado de cada nodo representa la activación o inhibición,
aumento o decremento, presencia o ausencia de dichas biomoléculas y la regulación entre
nodos se lleva a cabo por medio de interacciones activadoras o inhibidoras entre ellos.

El uso de estos modelos presenta buenos resultados en la descripción de diversos sis-
temas biológicos y en este trabajo utilizamos una red de regulación bioqúımica para
estudiar algunos aspectos de la RA en espermatozoides de mamı́fero, la cual considera
las interacciones entre algunos de los componentes bioqúımicos más importantes que
intervienen en este proceso exocitótico.

1.3.1. Atractores

El estado de la red X(t) al tiempo t, se define como el valor que cada variable (nodo) xi
toma al tiempo t. Es decir, X(t) = x1(t), x2(t), ..., xN(t). Debido a la naturaleza śıncrona
del modelo utilizado en este trabajo de tesis, dado cualquier estado inicial de la red X(0), la
aplicación determinista y sucesiva de la ecuación 1.1 para obtener estados sucesores de X(0)
lleva a la red a través de una serie de cambios que terminan en un subconjunto de estados
que se repiten periódicamente, llamado atractor, que puede ser potencialmente un punto
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fijo (si el estado de la red no cambia en el tiempo), o un atractor ćıclico, si un conjunto de
al menos dos estados de la red se visitan de forma periódica [Abou-Jaoudé et al., 2015;
Espinal et al., 2011; Faure et al., 2006].

Formalmente, sea X(0) un estado inicial de la red y sea F (X(t)) la aplicación de
la ecuación 1.1 a todos los nodos de la red, tal que X(t + 1) = F (X(t)). La apli-
cación sucesiva de F a los estados sucesores de X(0) genera la secuencia de estados
X(0), X(1), ...X(k), X(k + 1), ..., X(m), con 0 ≤ k ≤ m. Dado que el número de posibles
estados de la red es finito (2N para una red que se compone de N nodos binarios), la
dinámica de la ecuación 1.1 lleva a la red a visitar un estado ya visitado anteriormente.
Esto es, la aplicación de F al estado X(m) conduce al estado X(k) ya visitado. Es decir,
X(m + 1) = F (X(m)) = X(k). Dado el determinismo del operador F que se sigue del
determinismo de cada función Fi, la red solamente puede transitar entre los estados de la
secuencia X(k), ..., X(m), que se repite infinitas veces. A esta secuencia se le conoce como
atractor.

Una red de regulación puede tener diversos atractores asociados, cada uno de ellos con
su propia secuencia de estados. Dado un atractor Ai, la cuenca de atracción de Ai se
define como el conjunto de todos los estados que bajo la dinámica terminan dentro del
atractor Ai. Dada la naturaleza determinista de la dinámica, un estado solamente puede
pertenecer a una cuenca de atracción. Esto significa que el estado inicial de la red determina
completamente el atractor al que la red llegará eventualmente. Los estados, atractores,
cuencas de atracción y transiciones entre estados pueden representarse por medio de una
gráfica de transición de estados. En esta gráfica, cada nodo representa un estado de la
red y las aristas dirigidas conectando dos estados denotan la transición entre un estado y
otro en un paso de tiempo. Como ejemplo, la Figura 1.6 muestra una pequeña parte de
la gráfica de transición de estados para un atractor de la red de RA que desarrollamos y
cuya especificación se detalla más adelante en este trabajo.
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Atractor

Estados
1 Paso de tiempo

Figura 1.6: Fracción de una cuenca de atracción de la red de RA. Los estados de la red
están representados por vértices y las aristas entre vértices representan una transición entre
estados en un paso de tiempo. Eventualmente, la red alcanza el atractor, representado por
el conjunto de vértices negros al centro de la gráfica, conectados con ĺıneas negras. Por
claridad, solamente se muestran los estados que se encuentran a trece pasos de tiempo o
menos del atractor.

Atractores diferentes pueden representar comportamientos estables distintos del sistema.
En el caso de las redes de regulación genética, los atractores representan patrones de
actividad genética que producen diferentes fenotipos [Abou-Jaoudé et al., 2015; Mendoza
and Alvarez-Buylla, 1998, 2000]. En redes metabólicas, los atractores representan estados
funcionales estables de una célula [Espinal et al., 2011]. Generalmente, los atractores de
punto fijo se consideran como estados inamovibles del sistema en los que ninguna de las
variables involucradas cambia su estado. Los atractores ćıclicos representan oscilaciones
estables o condiciones de mantenimiento de un determinado fenómeno. En este tipo de
atractores pueden existir variables que cambian su valor de forma ćıclica mientras que
otras permanecen en un valor fijo.
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En este trabajo nos enfocamos en las redes de regulación que poseen nodos que fun-
cionan como componentes de entrada. Estos nodos representan señales externas que se
propagan en la red a través de v́ıas de señalización entrelazadas. Diferentes combinaciones
de los valores de los nodos de entrada representan distintas señales que definen un sub-
conjunto espećıfico del espacio de estados en donde la dinámica de la red y sus atractores
se encuentran confinados. Es decir, diferentes valores de los nodos de entrada pueden llevar
a la red a atractores diferentes. Es de particular importancia determinar cómo es que los
cambios en los nodos de entrada modifican los atractores a los que la red puede llegar,
pues esto está directamente relacionado con la influencia que tienen las variables externas
en los estados funcionales que puede alcanzar el sistema biológico representado por la red.
Por ejemplo, los cambios del medio externo intervienen en la diferenciación celular para
determinar el fenotipo final de las células en diversas especies [Huang et al., 2005; Thieffry,
2007; Álvarez-Buylla et al., 2008].

1.3.2. Régimen dinámico y mapeo de Derrida

La dinámica de la red, descrita por la ecuación 1.1 lleva a las redes de regulación discretas
a uno de tres posibles reǵımenes dinámicos: ordenado, cŕıtico o caótico [Aldana et al., 2003;
Derrida and Pomeau, 1986]. Estos reǵımenes se caracterizan por la forma en la que se
propagan pequeñas perturbaciones en los estados iniciales de la red, y por el efecto de esas
perturbaciones en el estado dinámico del sistema.

Redes que operan en diferentes reǵımenes muestran propiedades dinámicas distintas.
Particularmente, las redes que operan cerca del régimen cŕıtico muestran un compromiso
entre la robustez y adaptabilidad que les permite resistir a perturbaciones, pero al mismo
tiempo, les da la capacidad de adaptarse, por ejemplo, para reaccionar a est́ımulos de
condiciones externas. Es sabido que la coexistencia de robustez y adaptabilidad son dos
grandes caracteŕısticas que con frecuencia se pueden encontrarse en un rango muy amplio
de sistemas vivos, desde redes de regulación hasta organización de sociedades [Aldana et al.,
2007; Daniels et al., 2018; Espinal et al., 2011; Kauffman, 1969; Kinouchi and Copelli, 2006].

En este trabajo utilizamos el mapeo de Derrida para poder analizar el régimen dinámico de
una red de regulación discreta. Dados dos estados iniciales de la red Xi(t), Xj(t), definimos
δ(Xi(t), Xj(t)) como la distancia de Hamming entre Xi(t) y Xj(t), es decir, el número de
nodos en la red que toman un valor diferente entre Xi(t) y Xj(t). Esta distancia puede
interpretarse como el tamaño de una perturbación entre dos estados. Bajo la dinámica de
la ecuación 1.1, Xi(t) y Xj(t) se actualizan para producir dos nuevos estados X̃i(t+ 1),
X̃j(t+ 1) en un paso de tiempo. Sea F dicha transición, en general tenemos

X̃i(t+ 1) = F (Xi(t)) (1.2)

Por aplicaciones sucesivas de la ecuación 1.1 tenemos

X̃i(t+ k) = F k(Xi(t)) (1.3)
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Definimos H(t) como el valor promedio de la distancia de Hamming entre pares de estados
seleccionados aleatoriamente Xi1(t), Xi2(t). De esta forma, tenemos

H(t+ k) =
1

M

M∑
i=1

δ
(
X̃i1(t+ k), X̃i2(t+ k)

)
=

1

M

M∑
i=1

δ
(
F k(Xi1(t)), F

k(Xi2(t))
)

(1.4)

El valor de H(t) es una medida del tamaño promedio de una perturbación generada por
las diferencias entre los estados Xi1(t), Xi2(t). En el régimen ordenado las perturbaciones
desaparecen (H(t)→ 0 cuando t→∞) y se dice que la red es insensible a perturbaciones
porque su estado final permanece sin alteraciones. En el régimen caótico, incluso pequeñas
diferencias entre estados t́ıpicamente incrementan en el tiempo, se propagan por toda la red
y usualmente esto resulta en un estado dinámico completamente diferente (H(t)→ P > 0
cuando t→∞). Finalmente, en el régimen cŕıtico, perturbaciones pequeñas no incrementan
ni disminuyen, se mantienen más o menos constantes, confinadas a un pequeño conjunto
de cambios entre X̃i1(t+ k) y X̃i2(t+ k) [Espinal et al., 2011].

Con estos elementos, podemos calcular numéricamente el mapeo de Derrida M(H(t))
[Derrida and Pomeau, 1986], que describe cómo las perturbaciones incrementan o decre-
mentan en un solo paso de tiempo H(t+ 1) = M(H(t)). El valor de la pendiente M ′(0)
de este mapeo en H = 0 es suficiente para determinar por completo el régimen en el que
opera la red [Aldana and Cluzel, 2003; Balleza et al., 2008; Derrida and Pomeau, 1986;
Espinal et al., 2011]:

Ordenado. Si M ′(0) < 1

Caótico. Si M ′(0) > 1

Cŕıtico. Si M ′(0) = 1

En este trabajo usaremos estos conceptos para evaluar en cuál régimen dinámico opera la
red de regulación de la RA.

En esta tesis utilizamos el contexto biológico de la reacción acrosomal en espermato-
zoides de mamı́fero, aśı como de las redes de regulación genética para construir, analizar e
interpretar los resultados del modelo matemático que proponemos.
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16



Caṕıtulo 2

Red de regulación discreta de la
reacción acrosomal

En este trabajo, proponemos una red de regulación bioqúımica de la reacción acrosomal de
espermatozoides humanos. Para implementarla, es necesario definir algunas restricciones
sobre los posibles estados iniciales del sistema, esto es, a partir de qué momento entre
la capacitación y la fusión de membranas inicia la operación del modelo y cuáles son los
posibles estados de los nodos en ese instante, aśı como su interpretación biológica. También
es necesario definir cuáles son los elementos bioqúımicos principales, involucrados en la
reacción acrosomal, cuáles son aquellos nodos cuyo comportamiento se puede corroborar
con resultados experimentales y particularmente, se requiere definir la dinámica de cada
nodo, lo que es especialmente dif́ıcil. Este caṕıtulo aborda los aspectos fundamentales del
diseño y construcción de la red de regulación de la reacción acrosomal.

2.1. Consideraciones preliminares

Existe un debate sobre los eventos bioqúımicos espećıficos que determinan el final de
la capacitación y el inicio de la RA. Sin embargo, en este trabajo suponemos que los
espermatozoides modelados se encuentran en condiciones capacitantes y el modelo inicia
la descripción del sistema en un estado cercano al final de la capacitación. De esta forma,
el modelo toma en cuenta las siguientes hipótesis sobre el estado fisiológico de las células,
que se derivan de la bioqúımica del espermatozoide, abordada en la sección 1.2.2:

Aumento en los niveles de HCO−3 intracelular ([HCO−3 ]i). Este aumento se produce
durante capacitación debido a incremento en la concentración de HCO−3 extracelular
en condiciones fisiológicas. Nuestro modelo considera la concentración de [HCO−3 ]i
hacia el final de la capacitación como el nivel basal.

Aumento del pHi y pHa. Durante la capacitación, el pHi y pHa aumentan junto con
la concentración de [HCO−3 ]i. [Nakanishi et al., 2001; Nishigaki et al., 2014; Romero
et al., 2013]. El nivel de pHi y pHa alcanzado hacia el final de la capacitación se
considera como el nivel más ácido en nuestro modelo.

Hiperpolarización de la membrana plasmática. Como estipulamos anteriormente, el
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Em se hiperpolariza durante capacitación y es importante para la RA. En nuestro
modelo, suponemos que el Em se encuentra en un punto cercano a la hiperpolarización
observada en espermatozoides capacitados.

Aumento en los niveles de Ca2+. Las concentraciones de [Ca2+]i y [Ca2+]a aumentan
durante capacitación, un evento fundamental para la la operación de la red bioqúımica
de ensamblaje vesicular [Sosa et al., 2016; Mayorga et al., 2007; Bustos et al., 2015;
Tomes, 2015; Correia et al., 2015]. En nuestro modelo tomamos como niveles basales
de [Ca2+]i y [Ca2+]a a aquellos alcanzados hacia el final de la capacitación.

Maquinaria de ensamblaje vesicular. La conclusión de la RA requiere la activación
de una compleja maquinaria de ensamblaje para realizar la fusión entre la membrana
acrosomal externa y la membrana plasmática. Los componentes involucrados en
este último proceso de la RA no están completamente establecidos. Sin embargo,
en nuestro modelo consideramos a las protéınas SNARE, Rab3A y SYT como los
principales actuadores de la fusión de membranas, en conjunto con el hinchamiento
del acrosoma. En nuestro modelo suponemos que los estados iniciales de la red no se
traducen directamente en un estado final de la RA, es decir, siempre consideramos
que los nodos de la maquinaria de ensamblaje vesicular están inactivos en los estados
iniciales de la red.

Finalmente, suponemos que existen suficientes recursos energéticos intracelulares (ADP,
ATP, GTP, GDP) para la correcta operación de las protéınas que los utilizan y que los
elementos intracelulares se encuentran en un estado de fosforilación adecuado para su
correcto funcionamiento.

La red que proponemos en este trabajo, se basa en la implementación e interacción
de los siguientes módulos principales:

Maquinaria de ensamblaje vesicular

Regulación del [Ca2+]i y [Ca2+]a

Regulación del Em

Cambios en el pHi y pHa

Consideramos además, los siguientes compartimentos celulares en el modelo:

Membrana plasmática

Citosol

Membrana acrosomal

Lumen acrosomal

Pozas ácidas del cuello

Medio extracelular

Finalmente, para comparar y corroborar los resultados del modelo con resultados experi-
mentales, elegimos incluir en el modelo los componentes intracelulares cuyo comportamiento
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consideramos más importante para supervisar la reacción acrosomal y que pueden medirse
experimentalmente en el laboratorio:

Fusión de membranas. La RA culmina con la fusión entre la membrana acrosomal
externa y la membrana plasmática, permitiendo la liberación del contenido acrosomal
y exponiendo la membrana acrosomal interna al medio extracelular como la nueva
membrana plasmática del espermatozoide. Este es el punto principal de análisis de
nuestro modelo. El comportamiento de la fusión entre membranas puede medirse
experimentalmente por medio de FM4-64, un marcador de exocitosis [Sánchez-
Cárdenas et al., 2014].

Concentraciones de [Ca2+]i. Dada la importancia de este ion en la reacción acrosomal,
el calcio intracelular es de particular interés y su comportamiento es ampliamente
estudiado antes y durante la RA. Experimentalmente, puede medirse por medio de
marcadores fluorescentes de calcio como FLUO-4 [Sánchez-Cárdenas et al., 2014].

pHi y pHa. Parte de nuestro objetivo en este trabajo es establecer la contribución de
cambios en el pHa en la RA en espermatozoide humano. Además, la alcalinización
del pHi es un evento importante para la RA. Por ello, es fundamental analizar el
comportamiento de estos dos elementos intracelulares en el modelo. Experimental-
mente en modelos de ratón el pHi puede medirse por medio de GFP, una protéına
fluorescente sensible a pH. En humano, el uso de compuestos fluorescentes como
BCECF son utilizados con frecuencia para medir pHi. Por otra parte, el pHa puede
medirse por medio de lysosensor, una sonda fluorescente frecuentemente utilizada
para medir el pH de organelos ácidos tales como los lisosomas [Chávez et al., 2018].

Em. Hemos mencionado antes la importancia de la hiperpolarización del Em para la
RA y la fecundación. A su vez, la despolarización del Em contribuye en la activación
de diferentes transportadores iónicos importantes para la RA. De esta forma, la
regulación fina del Em es fundamental para este proceso exocitótico. Actualmente,
existen diversas técnicas para medir experimentalmente el Em en células pequeñas
tales como los espermatozoides [Gorelik et al., 2002]. Estas técnicas incluyen sondas
fluorescentes sensibles a voltaje, como Disc3(5), aśı como técnicas electrofisiológicas
como el uso de bicapas liṕıdicas planares y Patch-Clamp [Darszon et al., 1999; Molina
et al., 2020; Gorelik et al., 2002].

2.2. Variables externas

Con el propósito de comprobar la capacidad del modelo para reproducir resultados experi-
mentales reportados en la literatura, caracteŕısticos de la RA, incluimos algunos nodos
en la red que representan la presencia de elementos y est́ımulos en el medio externo. Por
ejemplo, la presencia de Ca2+ extracelular ([Ca2+]o) determina si el [Ca2+]i aumenta ante
la apertura de canales en la membrana plasmática. De igual forma, la presencia de HCO−3
en el medio extracelular ([HCO−3 ]o) es importante para inducir aumento de bicarbonato
intracelular ([HCO−3 ]i), lo que contribuye en la alcalinización del pHi.

Finalmente, consideramos los efectos de progesterona (Pg) y el ionóforo de Ca2+ A23187
como inductores de la reacción acrosomal. Pg induce un aumento de [Ca2+]i a través de
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CatSper [Sánchez-Cárdenas et al., 2014] y se encuentra presente en condiciones fisiológicas
en las inmediaciones del ovocito, mientras que A23187 es un est́ımulo artificial que tiene
efectos directos en las concentraciones de [Ca2+]i y [Ca2+]a [Sosa et al., 2016]. Pg y A23187
se utilizan frecuentemente en experimentos in vitro como inductores de la RA.

2.3. Implementación de la red

Los componentes e interacciones de las v́ıas de señalización involucradas en la reacción
acrosomal de espermatozoides humanos, descritas en la sección 1.2.2 e ilustrados en la
Figura 1.5, aśı como las consideraciones preliminares y variables externas expuestas en
este caṕıtulo, se utilizaron para construir formalmente la Red de Regulación de la Reacción
Acrosomal representada en la Figura 2.1, que consta de 38 nodos y 87 enlaces entre ellos.
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Figura 2.1: Esquema de la red de regulación discreta de la RA en espermatozoides humanos.
Los nodos verde claro indican componentes extracelulares que representan est́ımulos o
entradas de la red, los nodos verde obscuro representan componentes intracelulares, el
nodo naranja Fusión (F) es el nodo reportero de salida, que representa la fusión entre la
membrana acrosomal externa y la membrana plasmática, indicando el término de la RA.
Las ĺıneas negras indican interacciones positivas o de activación, las ĺıneas rojas indican
interacciones negativas o de inhibición, la ĺınea amarilla indica una interacción dual,
dependiendo del valor de los nodos involucrados (IP3Ra y [Ca2+]i). Los sub́ındices al final
del nombre de cada nodo indican la localización de cada componente en el espermatozoide:
i,a,o,f y ns representan intracellular, acrosomal, externo (medio extracelular), flagelar y
pozas del cuello, respectivamente. Los nodos dentro de la caja punteada púrpura están
involucrados mayoritariamente en la capacitación y se incluyen como variables de control
de las condiciones necesarias para realizar la RA.

En esta red, cada nodo representa uno de los componentes involucrados en las v́ıas de
señalización de la RA y los enlaces representan interacciones de regulación entre compo-
nentes. Dados cuales quiera dos nodos A y B, la interacción entre ellos puede ser positiva,
negativa o dual, dependiendo de si la actividad de A promueve (ĺıneas negras) o inhibe
(ĺıneas rojas) la actividad de B, o si el efecto de A en B es dependiente del contexto de
ambos nodos. La red incluye cuatro nodos de entrada que representan est́ımulos externos:
el ionóforo de Ca2+ A23187, progesterona (Pg) y concentraciones externas de Ca2+ y
HCO3

−. La red contiene un nodo reportero de salida (Fusión o F), representando la fusión
entre la membrana acrosomal externa y la membrana plasmática. Este nodo indica cuando
la RA se completa y es el punto final de nuestra red.
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La mayoŕıa de los nodos son binarios, es decir, pueden tomar valores 0 o 1, lo que
respectivamente corresponde a la actividad basal y aumentada de cada componente. Para
describir mejor la actividad y la dinámica de algunos componentes, cuatro nodos toman
más de dos valores discretos entre {0, 1, 2, 3}, tal como se muestra en la Tabla (2.1): Em,
CatSper, [Ca2+]i y pHi. El valor particular de estos nodos tiene diferentes interpretaciones
para cada caso: Em (hiperpolarizado 0, equilibrio 1, levemente despolarizado 2, totalmente
despolarizado 3); CatSper (cerrado 0, abierto 1, inactivado 2); [Ca2+]i (basal 0, activador
1, inhibidor 2); pHi(ácido 0, levemente alcalino 1, totalmente alcalino 2).

Estado Em CatSper [Ca2+]i pHi

0 Hiperpolarizado Cerrado Basal Ácido
1 Equilibrio Abierto Activador Levemente Alcalino
2 Levemente Despolarizado Inactivado Inhibidor Totalmente Alcalino
3 Totalmente Despolarizado N/A N/A N/A

Tabla 2.1: Estados e interpretaciones de los nodos no binarios. El número de estados y su
interpretación biológica depende de cómo cada nodo regula y es regulado por otros nodos.
Los nodos con valores N/A (No aplica) en el estado 3 son ternarios y solamente pueden
tomar valores en {0, 1, 2}.

2.4. Funciones de regulación

La dinámica de cada nodo de la red está determinada por la ecuación 1.1, que requiere
especificar la función de regulación Fi(xi1(t), xi2(t), . . . , xik(t)) para cada nodo xi de la red,
con reguladores xi1, xi2, . . . , xik. Biológicamente, Fi representa la respuesta del componente
xi ante cambios en otros componentes que interactúan con xi. Por ejemplo, el cambio en la
concentración de cAMP cuando aumenta la actividad de sAC o el cambio en el estado de
un conjunto de canales iónicos dependientes de voltaje ante un cambio en el Em. De esta
forma, la función discreta Fi determina el valor del nodo xi para cada posible configuración
de los valores de sus reguladores.

La construcción de Fi es espećıfica para cada nodo y requiere un trabajo artesanal que
involucra una extensa revisión de la literatura, experiencia experimental, computacional y
teórica, aśı como la revisión y análisis de bases de datos que contienen interacciones pro-
teómicas, bioqúımicas, biof́ısicas y metabólicas tanto en espermatozoides de humano como
en otros sistemas celulares, tales como Reactome [Joshi-Tope, 2004], Pathway Commons
[Cerami et al., 2011], InnateDB [Breuer et al., 2013] and NCI-PID [Schaefer et al., 2009].

Para un nodo xi con reguladores xi1, xi2, . . . , xik, el número de posibles configuraciones de
los reguladores Ri está definido como

Ri =
k∏
j=1

Mv(xij)

donde Mv(xij) es el número de posibles valores que puede tomar el nodo xij . Las funciones
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de regulación Fi pueden construirse a través de ecuaciones de lógica discreta o tablas
de verdad; en esta tesis, utilizamos las segunda aproximación. El conjunto de tablas
de verdad de la red de regulación de la RA está disponibles en el repositorio https:

//doi.org/10.5281/zenodo.6339753. En la siguiente sub-sección proporcionamos un
ejemplo del proceso de construcción de la función de regulación de un nodo particular: el
receptor de IP3 del acrosoma (IP3Ra).

2.4.1. Ejemplo de construcción de la función de regulación del
nodo IP3Ra

Los receptores de IP3 del acrosoma (IP3Ra) son canales de Ca2+ dependientes de [Ca2+]i
e IP3, localizados en la membrana acrosomal externa [Darszon et al., 2011; Sosa et al.,
2016; Tomes, 2015]. Poseen un sitio de unión a IP3 y dos sitios de unión a Ca2+ de alta y
baja afinidad, que abren o bloquean el canal, respectivamente. El aumento moderado de
[Ca2+]i en presencia de IP3 promueve la apertura del canal. Un aumento posterior en la
concentración de [Ca2+]i bloquea el canal a través del sitio de unión a Ca2+ de baja afinidad.

La Tabla 2.2 presenta la función de regulación de los canales IP3Ra. Para su construcción,
primero identificamos a sus reguladores, los nodos IP3 y [Ca2+]i. El nodo IP3 es binario y
puede tomar solamente dos valores (Basal= 0 e Incrementado= 1), mientras que el nodo
[Ca2+]i puede tomar tres valores (Basal= 0, Activador= 1, Inhibidor= 2). [Ca2+]i = 1
representa un incremento en [Ca2+]i suficiente para abrir los canales IP3Ra dado un incre-
mento de IP3, mientras que [Ca2+]i = 2 promueve su bloqueo. Por motivos prácticos, el
nodo IP3Ra solamente puede tomar dos valores (Cerrado= 0 y Abierto= 1), dependiendo
del valor de sus reguladores. Cuando IP3 = 0, los canales no pueden abrirse, independien-
temente del valor de [Ca2+]i. Cuando [Ca2+]i = 0 o [Ca2+]i = 2, los canales están cerrados,
ya que la concentración de [Ca2+]i es muy baja o muy alta, independientemente del valor
de IP3. Esto significa que IP3Ra = 1 solamente cuando IP3 = 1 y [Ca2+]i = 1. El valor de
IP3Ra y en general de todos los nodos de la red se debe especificar para cada valor posible
de sus reguladores.

Reguladores Objetivo

IP3 [Ca2+]i IP3Ra

0 0 0
0 1 0
0 2 0
1 0 0
1 1 1
1 2 0

Tabla 2.2: Función de regulación de los canales IP3Ra. Las filas representan el valor asignado
al nodo IP3Ra en cada posible configuración de sus reguladores, IP3 y [Ca2+]i.

El modelo de red de regulación propuesto en este caṕıtulo se utiliza para analizar la
contribución de la heterogeneidad fisiológica y cambios en el pHa, en la capacidad de los
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espermatozoides para realizar la RA de forma espontánea e inducida por un agonista
natural, la progesterona.
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Caṕıtulo 3

Resultados

Imaginemos una población de espermatozoides, cada uno actualizando internamente su
propia red de regulación. Iniciamos cada red de la población en un estado inicial aleatorio
y dejamos que la dinámica actualice la red. Diferentes redes terminarán en diferentes
atractores, dependiendo del estado inicial en el cual iniciaron. De esta forma, aunque todas
las redes de la población son idénticas, la configuración final de la población será heterogénea,
ya que diferentes redes terminarán en diferentes atractores.

3.1. El espacio de atractores se parte en tres sub-

poblaciones funcionalmente diferentes

Para consolidar la construcción de la red de regulación discreta de la RA en esperma-
tozoide de humano, primero caracterizamos y clasificamos los atractores de la red y sus
correspondientes cuencas de atracción.

Experimentalmente está demostrado que la Pg liberada por las células del cumulus
en condiciones naturales activa CatSper y de esta forma incrementa el [Ca2+]i [Kirichok
et al., 2006; Lishko et al., 2011; Mannowetz et al., 2017; Miller et al., 2016; Strünker et al.,
2011], aunque hay evidencia de otras respuestas que promueven la RA [Stival et al., 2016].
En nuestro modelo, para poder incorporar este resultado, calculamos los atractores de la
red y los clasificamos en tres clases funcionales en términos de su interpretación biológica:

Primero, identificamos todos los atractores en ausencia de Pg y determinamos aquellos
en los que el nodo reportero Fusion está activo (F=1) (Figura 3.1A,C). Las redes en
estos atractores representan espermatozoides que alcanzarán la fusión de membranas
sin el est́ımulo de la Pg y corresponden a la RA espontánea. Aśı, etiquetamos a estos
atractores como Espontáneos.

Después, en los atractores restantes, en los cuales el nodo reportero Fusion está inac-
tivo (F=0), activamos el nodo Pg, simulando los efectos de agregar progesterona
al medio. Consecuentemente, las redes que residen en alguno de estos atractores
origen (Figura 3.1B - columna izquierda) ”saltan”hacia la cuenca de atracción de un
atractor destino diferente (Figura 3.1B - columna derecha). Si dentro de el atractor
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destino el nodo reportero Fusión está activado (F=1), etiquetamos al nodo origen
como Inducible (Figura 3.1B-C), ya que las redes en estos atractores representan
espermatozoides que realizan la RA solamente después del est́ımulo por Pg.

Finalmente, si el nodo reportero Fusión no está activado dentro del atractor destino,
entonces el atractor origen se etiqueta como Negativo (Figure 3.1B-C) ya que las
redes que residen en esos atractores representan espermatozoides que no realizarán
la RA, incluso después del est́ımulo con Pg.

De acuerdo a esta clasificación, la Figura 3.1D muestra la distribución de atractores antes
del est́ımulo por Pg en cada uno de los grupos funcionales.
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Figura 3.1: El espacio de atractores se parte en tres grupos funcionales: Espontáneos,
Inducibles y Negativos. (A) Número de atractores que alcanzan fusión de membrana
(F=1) o que no la alcanzan (F=0) en ausencia de Pg (Pg=0). (B) Diagrama del criterio
de clasificación en tres grupos funcionales para el espacio de atractores. Los colores
representan la actividad del nodo Pg y el nodo reportero Fusion (F); los puntos azules
corresponden a estados donde Pg= 0, mientras que los puntos verdes indican Pg= 1. Los
puntos púrpuras representan estados que alcanzaron F= 1. Considerando los atractores
del panel A, atractores espontáneos presentan fusión de membrana (F= 1) en ausencia de
Pg, en cuyo caso la adición de Pg no afecta al estado de la membrana fusionada (estos
atractores corresponden a la segunda barra del panel A). En los atractores restantes que no
presentan fusión de membrana (F=0), los atractores Inducibles son aquellos en los que la
fusión (F= 1) se alcanza solamente después del est́ımulo de la Pg (Pg= 1). Los atractores
negativos nunca alcanzan la fusión de membranas (F= 1) independientemente del valor de
la Pg. (C) Diagrama de flujo del criterio de clasificación descrito en B. (D) Distribución
de atractores en ausencia de Pg (Pg= 0), clasificados en términos de su respuesta a Pg.
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3.2. Heterogeneidad fisiológica

Los espermatozoides humanos parecen ser heterogéneos en su capacidad para llevar a
cabo la RA in vitro. Cerca del 15-20 % de los espermatozoides capacitados producen RA
de forma espontánea [Nakanishi et al., 2001] y 20-30 % de las células realizan RA en
respuesta a Pg [Stival et al., 2016]. Sin embargo, no está establecida la relación entre la
heterogeneidad fisiológica en una población de espermatozoides y la proporción de células
que alcanzan la RA espontánea o inducida por Pg.

Como está descrito en diferentes modelos discretos reportados en la literatura [Álvarez-
Buylla et al., 2008; Espinal et al., 2011; Espinal-Enŕıquez et al., 2017; Espinosa-Soto et al.,
2004; Mendoza and Alvarez-Buylla, 2000], utilizamos un conjunto de estados iniciales
aleatorios, uniformemente distribuidos, para evaluar los posibles destinos de la red. Los
estados que representan células que ya han llevado a cabo la fusión de membranas o que
tienen una maquinaria de fusión ya activada, fueron excluidos del análisis, ya que estos
nodos son en su mayoŕıa insensibles a cualquier est́ımulo por estar muy cerca de llevar
a cabo la fusión o por ser biológicamente no alcanzables. De esta forma, restringimos el
conjunto de estados iniciales a aquellos en los que el valor de los nodos reportero Fusion,
Swell y SNARE es 0 en todos los casos. Los valores del resto de los nodos se asignaron
aleatoriamente.

Como resultado de esta aproximación aleatoria, la proporción de estados iniciales que
alcanzan los atractores Inducibles, Espontáneos y Negativos, se aleja de las proporciones
observadas experimentalmente, de células que realizan la RA inducida por Pg, RA es-
pontánea y no RA en absoluto (Figura 3.2). Esta discrepancia indica que no es realista
suponer una distribución uniforme y equiprobable de estados iniciales y que el conjunto de
estos, interpretado como la heterogeneidad existente en los estados iniciales fisiológicos de
los espermatozoides, debe tener una distribución no trivial. Sin embargo, estos resultados
indican que la heterogeneidad fisiológica está estrechamente relacionada con la proporción
de células que presentan la RA, ya sea espontánea o inducida.
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Figura 3.2: Fracción de estados seleccionados aleatoriamente con una distribución equiproba-
ble, que están contenidos en las cuencas de atracción de atractores Inducibles, Espontáneos
y Negativos, y comparación con observaciones experimentales de las fracciones de una
población de espermatozoides que presentan RA inducida por Pg, RA espontánea o no
RA.
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Para entender mejor el patrón de heterogeneidad de una forma más realista, construimos
el conjunto de estados iniciales seleccionando aleatoriamente estados de las cuencas de
atracción de los atractores Espontáneos, Inducibles y Negativos, basándonos en probabili-
dades que representaran los porcentajes observados: 15 %, 30 % y 65 % respectivamente, y
aplicamos las restricciones antes mencionadas sobre los nodos de la maquinaria de fusión.
Se debe notar que el proceso de selección de los estados iniciales cancela cualquier efecto del
tamaño relativo de las cuencas de atracción y por construcción, la población de redes que
inician en estos estados iniciales reproduce las proporciones observadas de RA espontánea,
inducible y negativa. Usamos este conjunto para completar nuestra validación de la cons-
trucción del modelo, aśı como para investigar las caracteŕısticas comunes y diferencias
entre los estados iniciales. Para este propósito, primero exploramos la probabilidad de
activación P (x) para todo nodo x en la red. Esto es:

Para nodos booleanos, calculamos la probabilidad de que un nodo x esté en el estado
activo P (x) = P (x = 1) dentro del conjunto de estados iniciales.

Para los nodos no booleanos pHi, CatSper, [Ca2+]i y Em, P (x) = P (x > Mx/2),
donde Mx es el valor máximo que puede tomar el nodo x.

La Figura 3.3 muestra la probabilidad de activación de cada nodo en la red (excepto los
nodos que representan componentes del medio externo). Para tener una buena estad́ıstica,
usamos una muestra de 2× 107 estados iniciales diferentes, construidos como describimos
anteriormente, lo cual mantiene la desviación estándar de la probabilidad de activación
menor a 0.001. Los nodos pueden separarse en dos grupos principales: aquellos en los que
0.4 < P (x) < 0.6, que no muestran una tendencia clara hacia activación o inactivación,
y aquellos en los que P (x) <0.4 o P (x) >0.6, que tienen una tendencia más grande a
estar activados o inactivados. De acuerdo con la literatura [Sosa et al., 2016], los nodos
involucrados en la cascada de señalización del cAMP (RAP, Rab3A, cAMP, sAC), aśı como
los canales IP3R Ca2+ estuvieron predominantemente inactivados. Por otro lado, IKsper
mostró tendencia a estar activado, lo cual es necesario para mantener el Em hiperpolarizado
[Chávez et al., 2013]. Además, la ATPasa de Ca2+ acrosomal (ACA) y el canal de H+ Hv
mostraron una alta tendencia hacia la activación. ACA ayuda a mantener la alta concentra-
ción de Ca2+ dentro del acrosoma, requerida para la RA, mientras que el Hv incremental el
pHi, un evento que está relacionado con la activación de CatSper y el cual probablemente
también es necesario para la RA [Darszon et al., 2006; Lishko et al., 2010; Miller et al., 2018].

La Figura 3.3 adicionalmente muestra la probabilidad de activación de los nodos en
el conjunto de estados iniciales seleccionados (barras azules), en un conjunto de estados
iniciales aleatorios equiprobables (ĺınea punteada naranja) y en todos los estados que
componen las cuencas de atracción de todos los atractores del sistema (ĺınea púrpura). El
patrón de activación de los nodos en el conjunto de estados iniciales seleccionados diverge
del patrón mostrado en el conjunto de estados iniciales aleatorios para la mayoŕıa de los
nodos, especialmente en aquellos involucrados en la v́ıa de señalización del cAMP, nodos
relacionados con movilización de Ca2+, tales como IP3Ra PLC, ACA y nodos ligados a la
regulación del pHi y del Em, tales como Hv y IKsper respectivamente.

También es notable la diferencia entre los patrones de activación del conjunto de estados
iniciales seleccionados y los estados de todas las cuencas de atracción en el espacio de
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Figura 3.3: Probabilidad de activación de los nodos de la red en el conjunto de estados
iniciales. La altura de las barras para cada nodo representa la probabilidad de que ese nodo
esté en estado activado. La linea punteada naranja muestra la probabilidad de activación
de un conjunto completamente aleatorio de estados iniciales. La linea púrpura continua
representa la probabilidad de activación de cada nodo en el conjunto completo de estados
que conforman las cuencas de atracción de todos los atractores. Las ĺıneas negras punteadas
ayudan a identificar los nodos cuya probabilidad de activación está entre 0.4 y 0.6. Las
barras de error no se muestran ya que en cada caso la desviación estándar está por debajo
de 0.001.

atractores; principalmente, los nodos relacionados a las v́ıas de señalización de cAMP
y [Ca2+]a muestran menor activación en el conjunto de estados iniciales seleccionados.
Esto es probablemente porque en los atractores Espontáneos e Inducibles, la activación
de estos nodos favorece la activación del nodo reportero Fusión. Consecuentemente, los
estados que muestran activación de los nodos que regulan al cAMP y al [Ca2+]a están
congregados alrededor de su correspondiente atractor. Esta es la razón de que el conjunto
de estados de las cuencas de atracción considere más estados con activación de estos nodos
que el conjunto de estados iniciales seleccionados, lo cual explica las diferencias en las
probabilidades de activación.

Para los nodos no binarios, la Figura 3.4 muestra la probabilidad de que un nodo tome un
valor espećıfico dentro del conjunto de estados iniciales. Como se muestra, solamente un
pequeño conjunto de estados iniciales toma el valor más alcalino de pHi, mientras que la
mayoŕıa toman valores más ácidos. Esto concuerda con la noción de que la alcalinización
del citosol se requiere para realizar la RA [Darszon et al., 2006; Florman et al., 1989; Lishko
et al., 2010]. La mayoŕıa de los estados iniciales en la población pertenecen a los atractores
Negativos que no realizan RA espontánea o inducida. Además, solamente una pequeña
fracción de los estados iniciales muestran a CatSper en estado abierto (1) y altos niveles
de [Ca2+]i, lo cual concuerda con la idea de que la activación de CatSper es importante
para incrementar la concentración de [Ca2+]i y de esta forma, también la RA [Kirichok
et al., 2006; Lishko et al., 2011; Mannowetz et al., 2017; Miller et al., 2016; Strünker et al.,
2011]. No se aprecian diferencias significativas entre los valores de Em, aunque esto puede
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compensarse por la actividad de IKsper, mostrada en la Figura 3.3, para inducir una fuerte
tendencia de Em hacia valores hiperpolarizados en los atractores inducibles (Figura 3.7).
Estos resultados sugieren que en una población de espermatozoides, la proporción de ellos
que muestran RA espontánea, inducida por Pg o no RA en absoluto, está relacionada con
la heterogeneidad de los estados fisiológicos de las células. Además, esta heterogeneidad no
es arbitraria y existen elementos celulares más robustos a perturbaciones que otros.
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Figura 3.4: Probabilidad de que un nodo no binario tome un valor espećıfico en el conjunto
de estados iniciales. La altura de las barras muestra la probabilidad promedio calculada
sobre 2×107 estados iniciales. Las ĺıneas negras punteadas indican la probabilidad obtenida
en un conjunto completamente aleatorio de estados iniciales. La interpretación biológica
del estado de cada nodo es como sigue: pHi (ácido 0, medianamente alcalino 1, totalmente
alcalino 2); CatSper (cerrado 0, abierto 1, inactivado 2); [Ca2+]i (basal 0, activador 1,
inhibidor 2); Em (hiperpolarizado 0, equilibrio 1, medianamente depolarizado 2, totalmente
depolarizado 3). Las barras de error no se muestran ya que la desviación estándar está por
debajo de 0.001.

3.3. Validación del modelo

Como mencionamos anteriormente, para validar el modelo caracterizar el conjunto de
estados iniciales seleccionados, comparamos el comportamiento del modelo con un conjunto
de 26 observaciones experimentales diferentes reportadas en la literatura y descritas en
la Tabla (3.1). Nos enfocamos en el comportamiento de cAMP, pHa, pHi, Em, [Ca2+]i,
[Ca2+]a y el nodo reportero Fusión, dada su relevancia para la RA. En cada variable,
seleccionamos un conjunto de observaciones experimentales reportadas en la literatura y
replicamos los experimentos en el modelo. Debemos recordar que en nuestra aproximación,
cada espermatozoide contiene una red interna en un estado inicial espećıfico para esa
célula. Para simular una población de espermatozoides incubados bajo una determinada
condición experimental (CE), usamos una población de redes, cada una iniciando de uno
de los estados iniciales antes mencionados, replicamos los efectos de la CE y dejamos que la
dinámica actualice las redes hasta que todas ellas alcanzaron su correspondiente atractor.
Medimos el efecto promedio de cada CE y comparamos cualitativamente el comportamiento
de la población de redes con los resultados de los experimentos reportados. Para ilustrar
el proceso, la sección 3.3.1 muestra dos ejemplos de comparación entre simulaciones y
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resultados experimentales. Los resultados de las comparaciones descritos en la Tabla (3.1)
muestran que nuestro modelo corrobora 92 % de los resultados experimentales obtenidos
por diferentes grupos de investigación.

Variable Condición Referencia Reportado Modelo Variable Condición Referencia Reportado Modelo

cAMP [Ca2+]a
Capacitación [Visconti et al., 1995, 2002] ↑ ↑ 2 % Pg [De Blas et al., 2002; Rossato et al., 2001] ↓ ↓ 9 %
Pg [Sosa et al., 2016] ↑ ↑ 3 % Hinchamiento

pHa Control [Sosa et al., 2016] ↑ 15 % ↑ 30 %
Capacitación [Nakanishi et al., 2001] ↑ ↑ 3 % XC + A23187 [Sosa et al., 2016] ↑ ↑ 61 %
DCCD [Nakanishi et al., 2001] ↑ ↑ 45 % XC + TG [Sosa et al., 2016] ↑ ↑ 61 %
DIDS [Nakanishi et al., 2001] ↓ ↓ -1 % XC + cAMP [Sosa et al., 2016] ↑ ↑ 70 %
NNC [Chávez et al., 2018] ↑ ↑ 45 % XC + 8-pCPT [Sosa et al., 2016] ↑ ↑ 70 %
NNC vs Ionomcina [Chávez et al., 2018] ↑ ↑ 50 % XC + Rab3A [Sosa et al., 2016] ↑ ↑ 70 %

pHi XC + Pg [Sosa et al., 2016] ↑ ↓ -3 %
Capacitación [Darszon et al., 2006; Lishko et al., 2012] ↑ ↑ 5 % RA

Em DCCD [Nakanishi et al., 2001] ↑ ↑ 55 %
Capacitación [Chávez et al., 2013] ↓ ↓ -86 % DIDS [Nakanishi et al., 2001] ↑ ↑ 7 %

[Ca2+]i Ionomicina [Chávez et al., 2018] ↑ ↑ 28 %
Capacitación [Lishko et al., 2012; Visconti et al., 2002] ↑ ↑ 5 % NNC [Chávez et al., 2018] ↑ ↑ 85 %
Pg [Blackmore et al., 1990; Kirkman-Brown et al., 2000] ↑ ↑ 24 % NNC vs Ionomicina [Chávez et al., 2018] ↑ ↑ 57 %
NNC [Chávez et al., 2018] ↑ ↑ 28 %
Ionomicina vs NNC [Chávez et al., 2018] ↑ ↑ 20 %

Tabla 3.1: Observaciones experimentales comparadas con el comportamiento de la red
discreta de la RA. Para cada variable, reprodujimos en el modelo un conjunto de condiciones
experimentales reportadas en la literatura. Las flechas indican el cambio cualitativo en
la variable medida (↑ incremento, ↓ disminución) cuando está sujeta a cada condición.
La concordancia entre las observaciones experimentales y el comportamiento de la red
están señaladas como filas verdes, indicando las mismas respuestas cualitativas en los
experimentos y en el modelo, mientras que las discrepancias están señaladas como filas rojas.
Los porcentajes indican la magnitud del cambio respecto a la máxima respuesta posible. El
caso particular del hinchamiento bajo condiciones control se señala como una discrepancia,
ya que el porcentaje de acrosomas hinchados en el modelo es significativamente más grande
que el reportado. Todos los experimentos se realizaron en diferentes medios capacitantes (ver
referencias). DCCD, N,N’-diciclohexilcarbodiimida; DIDS, ácido 4,4’-diisotiocianostilbeno-
2,2’-disulfónico; NNC, NNC55-0396; XC, Xestospongina C; TG, Tapsigargina; 8-pCPT,
8-pCPT-20-O-Me-cAMP.

3.3.1. Ejemplos de comparación entre el modelo y observaciones
experimentales

Ejemplo 1: porcentaje de acrosomas hinchados

En Sosa et al., 2016, los autores incuban muestras de espermatozoides humanos en
Xestospongina C (XC) con diferentes tratamientos. En presencia de ionóforo A23187 y
Pg, el porcentaje de acrosomas hinchados incrementa con respecto a los experimentos
control. Nosotros reprodujimos las mismas condiciones experimentales en nuestro modelo
y medimos el porcentaje de acrosomas hinchados simulando la adición de XC, A23187 y
Pg. Para A23187, la diferencia en el porcentaje de acrosomas hinchados (61 % normalizado
por el total de la población) concuerda con los resultados experimentales, reportados en la
Tabla 3.1 como una fila verde y dos flechas apuntando en la misma dirección, lo que indica
la misma respuesta cualitativa entre el modelo y los experimentos (↑↑). En el caso de la
Pg, el porcentaje de acrosomas hinchados (-3 %) difiere respecto a los experimentos, lo que
se indica como una fila roja y flechas que apuntan en direcciones opuestas (↑↓) (Figura
3.5). Las razones de esta diferencia cualitativa se abordan en la sección 4 de conclusiones.
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Figura 3.5: Comparación entre el modelo y observaciones experimentales de acrosomas
hinchados en presencia de XC, A23187 y Pg. Las flechas indican el signo de la diferencia
entre los acrosomas hinchados en condiciones Control y en presencia de A23187 o Pg,
para los experimentos reportados y los resultados del modelo. Las coincidencias entre los
experimentos y el modelo se indica con una fila verde resaltando flechas que apuntan en la
misma dirección, mientras que las discrepancias se especifican como una fila roja y flechas
que apuntan en direcciones opuestas. La magnitud del cambio en el modelo se indica como
un porcentaje de la máxima respuesta.

Examplo 2: respueesta de [Ca2+]i a la Pg

En Kirkman et al., 2000, los autores reportan un incremento en [Ca2+]i como respuesta a
la estimulación con Pg. Nosotros simulamos estas condiciones experimentales en el modelo
y medimos los efectos de la adición de Pg en el valor promedio y normalizado de [Ca2+]i,
tomado en una población de espermatozoides, considerando los últimos 20 pasos de la
serie de tiempo, antes y después de la adición de Pg. El est́ımulo indujo un incremento
en las concentraciones de [Ca2+]i en el modelo y en los experimentos, lo cual se reporta
en la tabla 3.1 como una fila verde y dos flechas apuntando en la misma dirección, lo
que indica la misma respuesta cualitativa entre el modelo y los experimentos (Figura 3.6).
El modelo no fue capaz de reproducir el primer incremento transitorio de [Ca2+]i, dadas
sus limitaciones. La reproducción cuantitativa de los resultados experimentales requiere
incrementar la complejidad del modelo, lo cual se aborda en la sección 4 de conclusiones
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Figura 3.6: Comparación de la concentración de [Ca2+]i entre el modelo y las observaciones
experimentales, como respuesta a la estimulación con Pg. La serie de tiempo promedio de
[Ca2+]i se calculó en el modelo antes y después de la adición de Pg. Consideramos la serie
de tiempo promedio 20 pasos antes de la adición de Pg y los últimos 20 pasos de tiempo
de la simulación. Las flechas indican un incremento en la concentración de [Ca2+]i tanto
para el modelo como para los experimentos. El cambio de magnitud en el modelo se indica
como un porcentaje del máximo valor posible de [Ca2+]i.

3.4. Atractores Espontáneos, Inducibles y Negativos

muestran diferencias a gran escala en el estado

fisiológico de la red

Una vez que validamos nuestro modelo de RA, procedimos a examinar su capacidad
predictiva. Para este propósito analizamos a detalle las caracteŕısticas que definen la
clasificación funcional de los atractores en Espontáneos, Inducibles y Negativos para la RA.
Calculamos la probabilidad de activación de todos los nodos para cada grupo funcional
dentro del conjunto de estados iniciales construidos previamente. La Figura 3.7A muestra
los nodos en los que la probabilidad de activación es significativamente diferente entre
los tres grupos funcionales. Las mayores diferencias están en la clase de los atractores
Inducibles, en donde la actividad de los nodos relacionados con las concentraciones de
[Ca2+]i y [Ca2+]a tienen los cambios más significativos en la probabilidad de activación,
comparados con las otras dos clases. Aunque las diferencias entre los atractores Espontáneos
y Negativos son sutiles, puede verse que hay cambios considerables en la probabilidad de
activación de sAC, la corriente de salida de protones (HLeak), pHi, la V-ATPasa acrosomal
y el Em. Notablemente, esta figura muestra que en el conjunto de estados iniciales, los
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Figura 3.7: Probabilidad de activación de los nodos de la red en las cuencas de atracción y
atractores Inducibles, Espontáneos y Negativos. (A) Las barras representan la probabilidad
de activación de los nodos, para los estados iniciales dentro de las cuencas de atractores
Inducibles. Las ĺıneas azul y verde corresponden a la probabilidad de activación de los
nodos de la red en las cuencas de atractores Espontáneos y Negativos, respectivamente.
(B-C) Probabilida de activación de los nodos pHi, pHa, Em. [Ca2+]i y [Ca2+]a en las
cuencas de atracción (B) o atractores (C) en las tres clases funcionales.

nodos relacionados a la regulación de pHi y pHa tienen probabilidades de activación
distintas entre las clases funcionales.

Fijando nuestra atención en los nodos pHi, pHa, Em, [Ca2+]i y [Ca2+]a, la Figura 3.7B
muestra que hay diferencias significativas en la probabilidad de activación de estos no-
dos entre clases funcionales. Como se esperaŕıa, el nodo pHi tiene una probabilidad de
activación más alta en los atractores Espontáneos que en los Inducibles, mientras que los
atractores Negativos tienen la probabilidad más baja. No se aprecian diferencias significa-
tivas respecto a la probabilidad de activación del pHa entre las tres clases. Notablemente,
los nodos Em y [Ca2+]i alcanzan su probabilidad de activación más baja en los atracto-
res Inducibles, indicando que el incremento en la actividad de Em (despolarización) y
de [Ca2+]i (aumento en la concentración) frecuentemente llevan al sistema ya sea hacia
los atractores de la RA espontánea o a los que no presentan RA en absoluto. El nodo
[Ca2+]a también muestra su valor más alto en el grupo de atractores Inducibles, indicando
que baja actividad de [Ca2+]a (disminución de la concentración) lleva a la red hacia los
atractores Espontáneos o Negativos. En su mayoŕıa, este comportamiento se preserva
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cuando en vez de hacer el análisis en las cuenca de atracción, lo realizamos directamente
en los atractores, calculando la probabilidad de activación de los nodos en los estados
que conforman cada atractor. Como muestra la Figura 3.7C, las diferencias en este caso
son más evidentes entre las clases; los nodos pHi y pHa tienen su actividad más alta en
los atractores Inducibles. Encontramos que en todos los estados de los atractores en esta
clase, Em siempre toma su valor más bajo (Em=0), lo que representa su estado de mayor
hiperpolarización, lo cual significa que siempre que un estado contiene un valor de Em
diferente de 0, la dinámica lleva a la red ya sea a un atractor Espontáneo o a uno Negativo.
De forma similar, el nodo [Ca2+]i siempre toma el valor basal 0 en los atractores de la clase
Inducible. Este hecho no contradice la evidencia establecida de que el [Ca2+]i aumenta
durante capacitación, indica que esta concentración debe permanecer en niveles basales
mientras la célula espera un est́ımulo tal como la adición de Pg para disparar la RA. De
otra forma, un incremento en la actividad del nodo [Ca2+]i lleva a la red a un atractor
Espontáneo o Negativo. Como se espera, la actividad del nodo [Ca2+]a tiende a ser más baja
dentro de los atractores Espontáneos y alcanza su máximo valor en los atractores Inducibles.

Estos resultados son consistentes con la noción de que la RA se estimula por incre-
mentos en [Ca2+]i, aśı como por despolarización de la membrana plasmática, pero también
sugieren la existencia de espermatozoides hiperpolarizados con [Ca2+]i elevado que no
presentan RA. La probabilidad de activación del nodo [Ca2+]a en los atractores Inducibles
es consistente con la idea de que la estabilidad del acrosoma requiere altas concentraciones
de Ca2+ para preparar al espermatozoide para el est́ımulo promovido por la Pg. Altos
valores de [Ca2+]a también contribuyen a mantener bajo el [Ca2+]i. Además, la proba-
bilidad de activación del pHi en las diferentes clases es consistente con la propuesta de
que la alcalinización del citosol habilita la RA espontánea, aśı como la inducida por Pg.
Adicionalmente, el modelo predice un pHi más elevado en células que pueden responder a
Pg que en aquellas que llevan a cabo la RA espontánea.

3.5. Aumento de pHa define la capacidad de la red

para la RA

Para investigar más a fondo el rol del pHa durante la exocitosis acrosomal, analizamos cómo
cambia el espacio de atractores al inducir condiciones de pH acrosomal ácido (pHa=5.5)
o alkalino (pHa=6.7), fijando el valor del nodo pHa en 0 o 1, respectivamente. Primero
notamos que al fijar el valor del pHa, el número de atractores se reduce drásticamente,
tal como se muestra en la Figura 3.8A. En condiciones normales, sin determinar un valor
particular para el pHa, y fijando Pg=0, que en nuestro modelo representa la ausencia de
Pg en el medio, la dinámica genera un total de 36 atractores que se reducen a 8 y 10
en condiciones que representan pHa bajo (0-ácido) y alto (1-alcalino), respectivamente.
Notablemente, la magnitud de esta contracción no es resultado del hecho de que fijar el
valor del pHa reduce a la mitad el número total de posibles estados de la red. Este cambio
implica que fijar el pHa limita el espacio de atractores y en consecuencia se reduce la
cantidad de comportamientos estables posibles alcanzables por la red, desde cualquier
estado inicial.

Para entender mejor las repercusiones de esta contracción, reclasificamos el espacio de
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Figura 3.8: Efectos de bloquear el nodo pHa en las cuencas de atracción de los atractores
Inducibles, Espontáneos y Negativos. (A) Número total de atractores cuando el pHa se fija
en valor ácido (0) o alcalino (1) en todo el espacio de estados posibles. (B) Distribución
de los atractores entre las clases funcionales, fijando el pHa como en (A). Asignar pHa = 0
resulta en la eliminación de los atractores Inducibles y Espontáneos, mientras que fijar
pHa = 1 lleva a la eliminación de los atractores Negativos. (C) Distribución de los atractores
entre las diferentes clases funcionales cuando el pHa se fija solamente en los estados que
conforman el atractor. Asignar pHa = 1 en los atractores Negativos los transforma en
Espontáneos.

atractores resultantes de acuerdo al criterio de clases funcionales y calculamos la fracción
del total de atractores que reside en cada una de ellas. La Figura 3.8B muestra que para
pHa = 0, ningún atractor muestra activación del nodo reportero Fusión en ninguno de sus
estados y el espacio de atractores completo pertenece a la RA Negativa. Por el otro lado,
esta clase desaparece cuando el pHa = 1 y todos los atractores muestran activación del
nodo reportero Fusión, ya sea en la clase de la RA Espontánea o Inducible. Notablemente,
solo los atractores de la clase Inducible incrementan respecto al grupo control en esta
condición, lo cual sugiere que la alcalinización solamente promueve la RA inducida por Pg.

Restringir el nodo pHa a un valor fijo en todo el espacio de estados es una perturba-
ción mayor del sistema, ya que recorta el espacio de estados posibles y reduce el número
total de atractores. Debido a ello, también analizamos una perturbación menos drástica:
en vez de fijar el valor de pHa en todos los estados posibles, lo fijamos solamente en los
estados que conforman los 36 atractores originales. Esto significaŕıa alterar el pHa una
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vez que la célula alcanzó un estado estable después de capacitarse. Como se muestra en
la Figura 3.8C, esta perturbación tiene un efecto menos drástico sobre la distribución
funcional de los atractores, pero aún, cuando pHa = 0, el número de atractores Inducibles
decrece y el número de atractores Negativos aumenta, mientras que el número de atractores
Espontáneos permanece igual. Esto significa que en esta condición, la dinámica reduce
la capacidad de la red de activar el nodo Fusion después de la activación de Pg. Por
el contrario, la clase Negativa desaparece cuando pHa = 1 y el número de atractores
Espontáneos se incrementa mientras la clase Inducible permanece intacta. Estos resultados
indican que un incremento de pHa puede por si mismo disparar la RA en un grupo de
células, pero también significa que la alcalinización incrementa el número de células capaces
de realizar la RA inducida por Pg.

3.6. Perturbaciones transitorias de calcio y pH pro-

mueven cambios funcionales en una población de

Redes

En este punto debemos recordar que la dinámica de nuestro modelo, descrita por la
ecuación (1.1) es determinista y los nodos se actualizan śıncronamente. Esto significa que
cada estado inicial lleva a solo un atractor. Como siguiente paso para entender qué tan
robusta es la red a pequeños cambios transitorios en el pHa y cómo se compara su efecto
respecto a cambios en otros nodos, implementamos una serie de pequeñas perturbaciones
en cada uno de los nodos. Perturbar el valor de un nodo en una red que se encuentra
en un determinado estado inicial, es decir, en una cuenca de atracción espećıfica, puede
tener como consecuencia diversos efectos. Dada una perturbación en el valor de un nodo
xi de una red que se encuentra en una cuenca de atracción Bj ocurre una de las siguientes
opciones posibles:

La red se queda en la misma cuenca de atracción Bj en la que estaba antes de la
perturbación.

La red cambia a otra cuenca de atracción Bk1 que es funcionalmente equivalente, es
decir, los atractores de las cuencas Bj y Bk1 pertenecen a la misma clase funcional.

La red cambia a otra cuenca de atracción Bk2 que es funcionalmente diferente, es
decir, los atractores de las cuencas Bj y Bk2 pertenecen a distintas clases funcionales.

En este estudio, nos enfocamos en la última opción y contamos la fracción de perturba-
ciones que promovieron un cambio en la clase funcional del atractor resultante. Para ello,
tomamos un conjunto de 105 estados aleatorios en la cuenca de atracción de cada atractor
y cambiamos el valor de un solo nodo, el mismo para todos los estados. En el caso de los
nodos binarios, la perturbación consistió simplemente en invertir el valor del nodo por
su complemento; para los nodos no binarios seleccionamos un valor aleatorio diferente,
entre el conjunto de valores posibles para ese nodo. En el caso particular de los atractores
Espontáneos, dada la irreversibilidad de la fusión de membranas, los estados aleatorios
que tomamos son solamente aquellos que no se traducen directamente a un estado final de
la RA, esto es, escogimos solo aquellos estados en dónde los nodos Swelling, SNARE, SYT
y el nodo reportero Fusión tuvieron valor 0.
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Los resultados mostrados en la Figura 3.9 presentan en orden los nodos en dónde las
perturbaciones provocaron la mayor cantidad de cambios funcionales para cada una de
las clases. Como se muestra en el panel A, en los atractores Inducibles, los nodos más
susceptibles a las perturbaciones fueron aquellos relacionados con la regulación de [Ca2+]i
y [Ca2+]a. Notablemente, las perturbaciones realizadas sobre el nodo pHa no promovieron
un número significativo de cambios funcionales. Además, la mayoŕıa de los cambios fueron
hacia atractores Espontáneos. Los paneles B y C muestran que en el caso de los atractores
Espontáneos y Negativos, los nodos más susceptibles a las perturbaciones fueron princi-
palmente pHa y aquellos relacionados con la regulación del pHi y pHa. El panel B ilustra
que solamente una pequeña fracción de las perturbaciones en las cuencas de los atractores
Espontáneos pueden llevar a la red a los atractores Negativos. Notablemente, la mayoŕıa
de las perturbaciones realizadas en las cuencas de atractores Negativos, que provocaron un
cambio funcional, llevaron a las redes residentes hacia cuencas de atractores Espontáneos,
como se muestra en el panel C. Estos resultados predicen que las perturbaciones en el pHa

pueden promover la RA, al menos parcialmente, sin ningún otro est́ımulo y que la mayoŕıa
de los espermatozoides que reaccionan de esta forma vienen de un grupo de células que no
habŕıan reaccionado de forma espontánea o inducida. Los resultados que presentamos en
esta sección indican que no solamente cambios sostenidos pueden promover la RA, sino
también est́ımulos transitorios (mayormente en Ca2+ y pH en el citosol y el acrosoma) son
importantes inductores de la RA.

3.6.1. La red de regulación de la RA opera cerca del punto cŕıti-
co

Para entender el régimen dinámico en el que opera la red de regulación de la RA y la
influencia del pHa en este régimen, calculamos numéricamente el mapeo de Derrida (sección
1.3.2) de la red original (control) y bajo restricciones de bajo y alto pHa (pHa = 0 y
pHa = 1 respectivamente) efectuadas en el espacio completo de estados de la red. En
los tres casos encontramos que la pendiente del mapeo en el origen es muy cercana a 1
(1,09± 0,04), tal como se muestra en la Figura 3.10. Este comportamiento sugiere que la
red de regulación de la RA opera muy cerca del régimen cŕıtico. Notablemente, el mapeo
de Derrida de la red bajo restricciones de bajo y alto pHa es muy similar a la red control.
Esto significa que el pHa por si solo no es un nodo relevante para la criticalidad de la red.

Como mencionamos antes, los sistemas que operan cerca del régimen cŕıtico muestran
propiedades especiales que no están presentes en otros reǵımenes dinámicos [Aldana et al.,
2007]. Por ejemplo, procesamiento de información eficiente y confiable [Carteret et al.,
2008; Nykter et al., 2008] y maximización de sensibilidad y rango dinámico [Kinouchi and
Copelli, 2006].

Una propiedad de los sistemas que operan cerca del régimen cŕıtico, de particular in-
terés para la red de regulación de la RA es la coexistencia simultanea de robustez y
adaptabilidad. Anteriormente mencionamos la presencia de heterogeneidad fisiológica en
espermatozoides capacitados y no capacitados. Esta existe incluso entre aquellas células
preparadas para realizar la RA. Esto significa que existen diversos estados bioqúımicos
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A

B

C

EspontáneosInducibles Negativos

Atractores Espontáneos

pH
a

H
Le

ak
a

cA
M

P
[H

C
O

- 3] i
sA

C
N

B
C

pH
i

H
VA

TP
[C

a2+
] i

SO
C

[C
a2+

] ns
IP

3R
a

[C
a2+

] a
SL

C
[C

a2+
] f

IP
3 R

ns
PD

E IP
3

Em
C

at
Sp

er H
v

AC
A

N
SC

A
PM

C
A

IK
sp

er

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Atractores Negativos

pH
a

[H
C

O
- 3] i

N
B

C
H

Le
ak

a
cA

M
P

sA
C

pH
i

[C
a2+

] i
SO

C
H

VA
TP

[C
a2+

] f
SL

C
C

at
Sp

er
[C

a2+
] ns

[C
a2+

] a
IP

3R
a

IP
3 R

ns Em IP
3

H
v

PD
E

AC
A

N
SC

A
PM

C
A

IK
sp

er

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Atractores Inducibles

IP
3R

a
[C

a2+
] f

IP
3 R

ns IP
3

[C
a2+

] i
[C

a2+
] ns

[C
a2+

] a
SO

C
C

at
Sp

er
AC

A
cA

M
P

N
SC

A
pH

i
Em pH

a
PM

C
A

N
B

C
SL

C
H

Le
ak

a
H

v
PD

E
H

VA
TP

IK
sp

er
sA

C
[H

C
O

- 3] i

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

C
am

bi
os

 F
un

ci
on

al
es

(F
ra

cc
ió

n)
C

am
bi

os
 F

un
ci

on
al

es
(F

ra
cc

ió
n)

C
am

bi
os

 F
un

ci
on

al
es

(F
ra

cc
ió

n)

Figura 3.9: Fracción de perturbaciones, espećıficas de cada nodo, que promueven un cambio
funcional en los atractores Inducibles (A), Espontáneos (B) y Negativos (C). Los nodos
directamente involucrados en la regulación del [Ca2+]i y [Ca2+]a muestran alta sensibilidad
en el grupo Inducible, mientras que los atractores Espontáneos y Negativos muestran mayor
sensibilidad a las perturbaciones realizadas en los nodos relacionados a la regulación del
pHi y pHa. Los tres paneles muestran una mı́nima fracción de perturbaciones en las cuencas
de atractores Negativos y Espontáneos que lleven a la red hacia atractores Inducibles.

del espermatozoide que culminan en este evento de exocitosis. Por otro lado, durante su
trayecto en el tracto femenino, los espermatozoides están constantemente expuestos a per-
turbaciones en el medio externo, tales como cambios de temperatura, pH y concentraciones
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de ligandos, iones y hormonas, entre otras señales. Aśı, en presencia de la heterogeneidad
fisiológica, se requiere que al menos una fracción de la población de espermatozoides
muestre robustez a las perturbaciones del medio externo para evitar una RA prematura.
Al mismo tiempo, los espermatozoides deben adaptarse a diferentes est́ımulos, cambiando
sus propiedades fisiológicas para poder realizar la RA. Este balance puede darse con mayor
probabilidad en un sistema que opera cerca del régimen cŕıtico. Los resultados presentados
en la Figura 3.10 indican que la red de regulación de la RA alcanza este compromiso entre
robustez y adaptabilidad para cambiar su estado dinámico.
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Figura 3.10: El mapeo de Derrida muestra que la red de regulación de la RA opera cerca
del punto cŕıtico en condiciones naturales (control) y bajo restricciones de bajo y alto pHa.
La pendiente S de cada mapeo en el origen es M ′(0) = 1,09± 0,04 en cada caso. El mapeo
muestra los resultados sobre un conjunto de 5× 105 estados de la red. Los casos pHa = 0
y pHa = 1 son indistinguibles

Los resultados mostrados en este caṕıtulo nos permiten concluir este trabajo de tesis.
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Caṕıtulo 4

Conclusiones

En esta tesis desarrollamos una red de regulación discreta, śıncrona y determinista de
la reacción acrosomal en espermatozoides humanos. Utilizamos esta red para determinar
la contribución de cambios en el pHa durante la RA espontánea e inducida por medio
de Pg. Establecimos la relevancia de la heterogeneidad fisiológica en la proporción de
espermatozoides capaces de realizar la RA, de igual forma, espontáneamente o a través
de Pg. Finalmente, estudiamos las caracteŕısticas dinámicas de la RA. En este caṕıtulo,
enunciamos las conclusiones que obtuvimos de este trabajo, discutimos los resultados
que presentamos, mencionamos las contribuciones de esta tesis a la ciencias biomédicas y
proponemos algunas ideas para extender la investigación que presentamos.

Los resultados revisados en el Caṕıtulo 3 nos permiten concluir:

1. Existe heterogeneidad fisiológica en el espermatozoide y hay diferencias
significativas en los atractores entre los grupos que llevan a cabo la RA
inducida, espontánea y en los que no ocurre. Los patrones en la probabilidad
de activación de los nodos son caracteŕısticos para cada grupo funcional. Encontramos
que los atractores en el grupo Inducible tienen diferencias notables, consistentes con
la literatura, especialmente en los nodos Em, [Ca2+]i, [Ca2+]a, pHi y pHa.

2. Los elementos involucrados en la RA despliegan diferentes grados de
libertad en su actividad. Esta conclusión proviene del análisis de la probabilidad
de activación de los nodos en el espacio completo de estados de la red. Existen nodos
con una fuerte tendencia ya sea hacia la activación o inactivación, mientras que otros
nodos tienen igual probabilidad de tomar cualquiera de sus valores posibles.

3. La proporción de espermatozoides que pueden realizar la RA inducida y
espontánea, depende de la estructura de la heterogeneidad fisiológica en
la población. En la sección 3.2 mostramos que los conjuntos de posibles estados
de la red que preservan las proporciones de RA espontánea e inducida, observados
experimentalmente, muestran un patrón de activación espećıfico para cada nodo.
Esto significa que existe una relación directa entre la estructura de la heterogeneidad
fisiológica en una población de espermatozoides y la proporción de ellos capaces de
realizar la RA.

4. Cambios fijos de pHa reducen el espacio de atractores de la red de regu-
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lación. La sección 3.5 ilustra que al fijar el pHa en condiciones ácidas o alcalinas,
el espacio de atractores se contrae notablemente, reduciendo los posibles estados
dinámicos que la red puede alcanzar.

5. La acidificación del pHa disminuye la capacidad de los espermatozoides
para realizar la RA. El número de atractores relacionados con la RA espontánea
e inducida por Pg se reduce al fijar el pHa en valores ácidos, tanto en el espacio total
de estados como en los estados que conforman cada atractor. Biológicamente, los
espermatozoides que se encuentran en esos estados estables pierden su capacidad
para realizar la RA.

6. La alcalinización acrosomal mejora la RA inducida y promueve la es-
pontánea. De forma inversa, el número de atractores capaces de desarrollar la RA
espontánea e inducida por Pg aumenta al fijar el pHa en valores alcalinos y disminuye
el número de atractores negativos. Esto implica que algunos atractores negativos
se convierten en inducibles o espontáneos en condiciones de pHa alcalino. De esta
forma, espermatozoides que se encuentran en esos atractores negativos adquieren la
capacidad de realizar la RA al incrementar el pHa.

7. Cambios transitorios de Ca2+ y pHa promueven la RA. En la sección 3.6
exploramos si la perturbación temporal de un solo nodo puede cambiar la trayectoria
de la red hacia un atractor de un grupo funcional distinto. Encontramos que en las
redes que se encuentran en la cuenca de atracción de atractores Inducibles, los nodos
relacionados con la regulación de [Ca2+]i y [Ca2+]a muestran la sensibilidad más alta
a perturbaciones y la mayoŕıa de los cambios en esos nodos promueven la RA. Estos
resultados son consistentes con observaciones experimentales. Adicionalmente, en las
redes que residen en las cuencas de atractores Espontáneos y Negativos, encontramos
que el pHa y sus reguladores son los nodo más sensible a las perturbaciones efectuadas
y la mayoŕıa de ellas promovieron la RA.

8. La regulación del pHa es fundamental para la RA en espermatozoides de
humano. En conjunto, nuestros resultados muestran que al menos para una fracción
de la población de espermatozoides, la alcalinización acrosomal es un paso necesario
para inducir la RA. Además, el aumento de pHa promueve por si mismo la RA en
un grupo de espermatozoides. Este resultado está respaldado por trabajo publicado
en nuestro grupo [Chávez et al., 2018].

9. La RA es un evento que opera en el régimen cŕıtico. Utilizando mapeos de
Derrida, en la sección 3.6.1 mostramos que la red de regulación de la RA opera cerca
del régimen cŕıtico. Esto sugiere un compromiso entre robustez y adaptabilidad,
necesario en el espermatozoide para, por un lado, resistir perturbaciones tanto intra-
celulares como del medio externo; por otro lado, para modificar su comportamiento
dinámico ante est́ımulos que disparan la RA, como la adición de progesterona o el
aumento de pHa. Además, encontramos que modificaciones en el pHa no cambian el
régimen dinámico de la red.
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4.1. Discusión

Uno de los principales retos en este trabajo es determinar cuáles son los principales no-
dos e interacciones en la red de regulación de la RA. El conocimiento de los procesos
fisiológicos que culminan en la fusión entre la membrana acrosomal externa y la membrana
plasmática está incompleto y algunas veces la evidencia existente es controversial. A
pesar de estas limitaciones, la red que presentamos considera la literatura más reciente
sobre los principales componentes intracelulares y las interacciones más relevantes involu-
cradas en la RA, esperando avanzar el entendimiento de este complejo proceso de exocitosis.

A través de calcular el espacio de atractores e identificar los estados que corresponden
a sus correspondientes cuencas de atracción, concluimos que la red propuesta solamente
tiene atractores ćıclicos representando oscilaciones fisiológicas estables; no hay puntos fijos.
Notamos que estos atractores se modifican cambiando el estado del nodo que representa
la Pg en el medio externo y estas diferencias son consistentes con la respuesta de una
población de espermatozoides a la adición de esta hormona. Tomando esto en cuenta,
partimos el espacio de atractores en Espontáneos, Inducibles y Negativos, basándonos en
sus caracteŕısticas funcionales.

Como se hace comunmente en la literatura de las redes de regulación [Álvarez-Buylla
et al., 2008; Espinal et al., 2011; Espinal-Enŕıquez et al., 2017; Espinosa-Soto et al., 2004;
Mendoza and Alvarez-Buylla, 2000], abordamos la probabilidad de alcanzar diferentes
atractores tomando un conjunto de estados iniciales aleatorios uniformemente distribuidos
en la gráfica de transición de estados. Esta aproximación nos llevó a concluir que la pro-
porción de redes dentro de una población, que puede alcanzar la RA de forma espontánea
e inducida con Pg es inconsistente con las proporciones observadas experimentalmente
[Nakanishi et al., 2001; Stival et al., 2016]. Exploramos las caracteŕısticas de diferentes
conjuntos de estados iniciales que son más consistentes con proporciones de RA reportadas
experimentalmente bajo condiciones fisiológicas y determinamos que la probabilidad de
activación de cada nodo en este conjunto de estados concuerda con el comportamiento
biológico reportado en la literatura. Esto sugiere que no todos los estados de la red son
alcanzables bajo condiciones fisiológicas. Más aún, el número de atractores de la red y el
tamaño de sus cuencas de atracción no es fisiológicamente relevante. Con nuestro estudio
pudimos delimitar el conjunto de estados de la red que se deben considerar como los
estados caracteŕısticos de los espermatozoides capacitados.

Mostramos que nuestro modelo puede reproducir cualitativamente las observaciones experi-
mentales reportadas en la literatura. En este sentido, la red de regulación que proponemos
tiene una tasa de éxito de 92 % al reproducir 24 de 26 resultados experimentales, que
describen diferentes comportamientos de poblaciones de espermatozoides en respuesta a
diversas condiciones y est́ımulos.

Un resultado experimental que nuestro modelo fue incapaz de reproducir es la obser-
vación que muestra que la Pg incrementa el hinchamiento del acrosoma en una población
de espermatozoides humanos en presencia de Xestospongina C (XC), un bloqueador de
canales IP3R [Sosa et al., 2016]. En nuestro modelo, la Pg solamente promueve la apertu-
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ra de CatSper, localizado en la pieza principal del flagelo del espermatozoide [Kirichok
et al., 2006; Lishko et al., 2011; Mannowetz et al., 2017; Miller et al., 2016; Strünker
et al., 2011]. Planteamos la hipótesis de que el incremento local en el calcio flagelar y
su difusión no son suficientes para activar la maquinaria de fusión en la cabeza, lo que
involucra un incremento de cAMP dependiente de Ca2+ y la apertura de canales IP3R.
Favorecemos la idea de que la oleada de Ca2+ generada en el flagelo es retransmitida
por receptores IP3R localizados en las pozas del cuello, y que esta retransmisión, al estar
más cerca de la cabeza, provee el Ca2+ necesario para activar la fusión de membranas.
Sin embargo, en presencia de XC esto no seŕıa posible, pues este inhibidor detendŕıa
la retransmisión de las pozas del cuello y aśı, la señal de Ca2+ originada en el flagelo
no podŕıa llegar a la cabeza, impidiendo el hinchamiento del acrosoma y la RA. Este
resultado puede sugerir la participación de canales diferentes a los IP3R, involucrados
en la retransmisión de la señal de Ca2+. Por ejemplo, existe evidencia que indica que
los receptores de Rianodina (RyRs), localizados en la envoltura nuclear redundante en
espermatozoides humanos, están involucrados en la generación de oscilaciones de [Ca2+]i
espontáneas e inducidas por Pg [Mata-Mart́ınez et al., 2018]. Sin embargo, la contribución
y expresión de RyRs en el funcionamiento de espermatozoides humanos es controversial
[Bedu-Addo et al., 2008; Harper and Publicover, 2005; Mata-Mart́ınez et al., 2018; Teves
et al., 2009]. La discrepancia entre nuestro modelo y este experimento particular también
puede sugerir que la Pg promueve un incremento de [Ca2+]i en la cabeza o activar la RA
por medio de una v́ıa de señalización diferente. Hay evidencia de que la Pg promueve
el incremento de [Ca2+]i a través de CatSper en humanos [Lishko et al., 2011; Strünker
et al., 2011], pero esta hormona no activa CatSper en ratones [Mannowetz et al., 2017;
Orta et al., 2018], aunque promueve la RA [Murase and Roldan, 1996; Nahed et al.,
2016]. Sin embargo, nuestro conocimiento sobre las v́ıas de señalización activadas por Pg
en la cabeza del espermatozoide es todav́ıa muy incompleto, aśı como su relación con la RA.

En general, nuestro modelo captura los aspectos esenciales de las interacciones invo-
lucradas en la RA, en vez de enfocarse en sus detalles cinéticos. Reproduce observaciones
experimentales y nos permite estudiar las propiedades fundamentales de este complejo
proceso de exocitosis. Nuestros resultados muestran que las propiedades de la heterogenei-
dad fisiológica en una población de espermatozoides influye directamente en la proporción
de espermatozoides capaces de realizar la RA, espontánea o inducida por Pg. Además,
nuestros resultados sugieren que no solamente los cambios permanentes en el pHa pueden
inducir la RA, también perturbaciones transitorias promueven esta reacción en una fracción
de la población de espermatozoides. Finalmente, nuestro estudio del régimen dinámico de
la red sugiere que la RA es un evento que opera cerca del régimen cŕıtico, en donde existe
la mayor probabilidad de que los espermatozoides tengan la robustez necesaria para resistir
perturbaciones internas y externas, y al mismo tiempo, sean lo suficientemente adaptables
como para reaccionar a est́ımulos que promuevan la RA, un evento que requiere modificar
una gran parte de las caracteŕısticas bioqúımicas, biof́ısicas, morfológicas y dinámicas del
espermatozoide para llevar a cabo la fecundación.
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4.1.1. Trabajo futuro

Esta tesis presenta, hasta donde sabemos, la primera red de regulación de la RA en
espermatozoides humanos. El trabajo que reportamos representa un punto de partida
para estudiar las caracteŕısticas dinámicas y fisiológicas de la RA utilizando un modelo
matemático computacional. En esta sección proponemos algunas ideas para expandir la
investigación desarrollada en esta tesis.

En el caṕıtulo 3 caracterizamos la heterogeneidad fisiológica de una población de esperma-
tozoides. Sin embargo, como mencionamos en el Caṕıtulo 2, nuestro modelo considera los
eventos que ocurren entre las etapas tard́ıas de la capacitación y la fusión de membranas
y no es adecuado para investigar el origen de la heterogeneidad en la población, cómo
cambia durante los diferentes estados del desarrollo y maduración del espermatozoide y el
orden de eventos que finalmente promueven los patrones de actividad espećıficos de cada
grupo funcional. Para abordar estas preguntas, nuestro modelo puede expandirse para
considerar los eventos que ocurren durante las etapas tempranas de capacitación e incluso
la espermatogénesis, con el propósito de evaluar las propiedades de la heterogeneidad en
diferentes momentos del desarrollo del espermatozoide y su importancia para la fecundación.

En términos de la construcción de la red, nueva información y datos pueden integrarse en
el modelo para ayudar a aclarar las cascadas de señalización que participan en la reacción
acrosomal de espermatozoides humanos. Por ejemplo, la dinámica de la polimerización
de actina juega un papel vital en la RA. Durante la capacitación, la actina globular se
polimeriza en la cabeza del espermatozoide, previniendo la RA a destiempo. Posteriormente,
los filamentos de actina se despolimerizan, permitiendo el hinchamiento del acrosoma y la
fusión de membranas [Breitbart et al., 2005; Liu et al., 1999; Romarowski et al., 2018].
En esta tesis consideramos esta dinámica en el nodo que representa el hinchamiento del
acrosoma, que requiere [Ca2+]i y cAMP para activarse. Sin embargo, debe considerarse
mucho más ampliamente la dinámica de los complejos patrones de polimerización de la
actina globular para determinar cómo afectan a la RA.

La actualización śıncrona y determinista son limitaciones importantes de nuestro modelo.
Aunque muchos elementos del espermatozoide actualizan sus estados de forma śıncrona (por
ejemplo, el potencial de membrana reacciona instantáneamente a cambios en las corrientes
iónicas), este no es el caso para otros nodos. La descripción cuantitativa de de la RA y el
ajuste fino a resultados experimentales requiere de modelos más complejos que involucren
variables cont́ınuas, estocast́ıcidad y ruido. Por ejemplo, la Pg muestra una elevación de
[Ca2+]i bifásica, necesaria para la RA [Kirkman-Brown et al., 2000; Sánchez-Cárdenas et al.,
2014], mientras que oscilaciones de [Ca2+]i parecen inhibirla [Mata-Mart́ınez et al., 2018;
Torrezan-Nitao et al., 2021]. Simons et al. proponen un modelo de ecuaciones diferenciales
para reproducir estos patrones de [Ca2+]i [Simons and Fauci, 2018]. Incluir la dinámica de
polimerización de actina también requerirá variables espacio-tiempo dependientes.

Los modelos discretos pueden extenderse y convertirse en modelos más complejos y
descriptivos, por ejemplo para estudiar oscilaciones pronunciadas de [Ca2+]i en esperma-
tozoides de erizo de mar [Priego-Espinosa et al., 2020]. En este sentido, nuestro modelo
representa un punto de partida para abordar cuantitativamente la complejidad de los
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procesos fisiológicos de la RA.
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Wistrom, C. A. and Meizel, S. (1993). Evidence suggesting involvement of a unique human
sperm steroid receptor/Cl- channel complex in the progesterone-initiated acrosome reaction.
Developmental biology, 159(2):679–690.

Yang, J.-M., Lee, C.-K., and Cho, K.-H. (2018). Global Stabilization of Boolean Networks to
Control the Heterogeneity of Cellular Responses. Frontiers in Physiology, 9(JUL).

Yudin, A. I., Gottlieb, W., and Meizel, S. (1988). Ultrastructural studies of the early events of
the human sperm acrosome reaction as initiated by human follicular fluid. Gamete research,
20(1):11–24.

Yunes, R., Michaut, M., Tomes, C., and Mayorga, L. S. (2000). Rab3A Triggers the Acrosome
Reaction in Permeabilized Human Spermatozoa. BIOLOGY OF REPRODUCTION, 62:1084–
1089.

Zhang, D. and Gopalakrishnan, M. (2005). Sperm ion channels: Molecular targets for the next
generation of contraceptive medicines? Journal of Andrology, 26(6):643–653.

Zhang, X., Zeng, X., and Lingle, C. J. (2006). Slo3 K+ Channels: Voltage and pH Dependence
of Macroscopic Currents. The Journal of General Physiology, 128(3):317–336.

Zhao, L., Shi, X., Li, L., and Miller, D. J. (2007). Dynamin 2 associates with complexins
and is found in the acrosomal region of mammalian sperm. Molecular Reproduction and
Development, 74(6):750–757.

60


	Portada 
	Índice General
	Resumen 
	Introducción 
	Capítulo 1. Antecedentes 
	Capítulo 2. Red de Regulación Discreta de la Reacción Acrosomal 
	Capítulo 3. Resultados
	Capítulo 4. Conclusiones 
	Bibliografía



