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Resumen 

Actualmente existe una necesidad insatisfecha de nuevos anticonceptivos 

masculinos. Para lograr lo anterior, existen: métodos computacionales que permiten 

acelerar el proceso de desarrollo de fármacos y blancos moleculares validados 

como el canal CatSper y SLO3. De esta forma, resulta necesario analizar de forma 
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in silico e in vitro los efectos de moléculas con potencial uso de anticonceptivos 

masculinos sobre la funcionalidad del espermatozoide humano. Metodología: Una 

vez determinadas las estructuras de los canales CatSper y SLO3 por homología, se 

identificaron a ligandos potenciales mediante cribado virtual. A continuación, se 

expusieron dos de estas moléculas a espermatozoides de humano y se determinó 

su efecto en el potencial de membrana de los espermatozoides, en la motilidad y en 

la reacción acrosomal. Resultados principales: La alta calidad y validación 

retrospectiva de los modelos ha permitido identificar potenciales moléculas 

antagonistas de los canales. 

CatSper, SLO3, cribado virtual, anticonceptivos masculinos 

 

Abstract  

There is currently an unmet need of new male contraceptives. To achieve this, there 

are: computational methods that speed up the drug development process and 

validated molecular targets such as the CatSper and SLO3 channels. Therefore, an 

in silico and in vitro analysis of the effects of molecules with potential use in male 

contraceptives on human sperm functionality is necessary. Methodology: Potential 

ligands of CatSper and SLO3 were determined by virtual screening using homology 

models. Human spermatozoa were exposed to two of the selected molecules to 

determine its effect on membrane potential, motility and acrosomal reaction. Main 

results: Retrospective validation and high quality of the models have allowed the 

identification of potential inhibitory molecules. 

CatSper, SLO3, virtual screening, male contraceptive 

 

I. Introducción  

Los embarazos no planeados generan dificultades socioeconómicas y problemas 

de salud. Así mismo, dado que la carga de este cuidado recae principalmente en la 

mujer, resulta necesario aumentar las opciones de anticonceptivos masculinos.  
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En cuanto a los anticonceptivos masculinos disponibles, solo la vasectomía y el uso 

de condón han demostrado su efectividad. Sin embargo, la vasectomía no es 

consistentemente reversible y el condón tiene una tasa anual de fallo considerable. 

Por estas razones, se requiere un anticonceptivo masculino reversible y efectivo. 

Para lograr lo anterior, existen métodos computacionales que permiten acelerar el 

proceso de identificación de ligandos y su interacción con potenciales blancos. 

Dentro de estos blancos, se encuentran canales con expresión única en el 

espermatozoide cuyo correcto funcionamiento es indispensable para la 

fecundación, como los canales CatSper y SLO3.  

Por estas razones, resulta necesario analizar de forma in silico e in vitro el potencial 

inhibitorio de moléculas sobre los canales SLO3 y CatSper del espermatozoide 

humano. 

 

II. Antecedentes   

Embarazo no planeado 

Los embarazos no planeados son un problema de salud pública que afecta a las 

mujeres, sus familias y a la sociedad (1). Globalmente, se estima que el 44% de los 

embarazos son no planificados (2) y, en México, este porcentaje aumenta a 55% 

(3).  

Lo anterior corresponde a 121 millones de embarazos no planeados a nivel mundial 

(Figura 1) y a 2.1 millones de embarazos no planeados en México. De estos 

embarazos, cerca del 18% corresponde a embarazo adolescente en México (4), lo 

que coloca al país en el primer lugar en embarazo adolescente entre los países de 

la Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico (OCDE) (5). 
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Figura 1. Tasas de embarazo no planeado, por región, 2015-2019. Globalmente, la tasa de 

embarazo no planeado es de 64 por cada 1000 mujeres en edad reproductiva (15-49). En 

América Latina y el Caribe, esta tasa aumenta a 69. Tomado de la hoja de datos de 

Guttmacher – Bearak et al., 2020 (2). 

 

Además de su alta prevalencia, los embarazos no planeados impactan 

negativamente en la salud. Por ejemplo, estos embarazos se han asociado con un 

aumento en el consumo de drogas durante el embarazo, mayor estrés y depresión 

materna (6), ausencia de lactancia materna (1), menor desarrollo socioeconómico 

(7) y muerte materna por aborto.  

Así, dado el impacto en la salud de los embarazos no planeados y su alta 

prevalencia global y nacional, resulta necesario desarrollar nuevas herramientas de 

planificación familiar.  
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Métodos anticonceptivos masculinos 

Dentro de estas posibles herramientas, una opción atractiva es desarrollar nuevos 

métodos anticonceptivos ya que la mayoría de los embarazos no planeados son el 

resultado del fallo anticonceptivo o de la ausencia de su uso (8). En particular, 

desarrollar nuevos anticonceptivos masculinos promete resolver importantes 

desventajas de los anticonceptivos masculinos actuales.  

Por ejemplo, la vasectomía no es reversible de forma consistente y el condón tiene 

una tasa de fallo anual del 13% (9). Lo anterior es una posible explicación del bajo 

porcentaje de uso a nivel mundial, observándose que el condón y la vasectomía son 

utilizados por el 21 y 2% de los hombres, respectivamente (10). 

Aunado a esto, el cuidado de la concepción ha recaído principalmente en la mujer 

y se ha justificado por la mayor disponibilidad de métodos anticonceptivos 

femeninos (9). Sin embargo, a pesar de las opciones de métodos anticonceptivos 

femeninos, dos tercios de las mujeres con embarazos no planeados no usan 

anticonceptivos o utilizan anticonceptivos poco confiables (9). Siendo una de las 

razones de su desuso las contraindicaciones o efectos secundarios de estos 

métodos (11).  

Por otro lado, en cuanto a la aceptación hipotética del uso de nuevos 

anticonceptivos masculinos, entre el 14 y el 83% de los hombres estarían dispuestos 

a usarlos (12) y más del 70% de las mujeres confiarían este cuidado a su pareja 

(13). En particular, cerca del 65% de los hombres en México aceptaría usar un 

nuevo anticonceptivo masculino (14). 

De esta forma, existe un interés y una necesidad de desarrollar nuevos 

anticonceptivos masculinos efectivos y reversibles.  

 

Fertilización 

Para lograr lo anterior, se han propuesto diversos métodos en la búsqueda de 

impedir la fertilización. Este proceso es el último paso de la reproducción sexual y 

consiste en la unión de los gametos femeninos y masculinos. Los gametos son 
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células haploides maduras y su fusión genera una célula diploide o zigoto encargada 

de generar a un nuevo individuo (15).  

El gameto femenino es el óvulo y el gameto masculino es el espermatozoide. Ambos 

gametos son producto de las divisiones meióticas de sus precursores diploides y de 

los posteriores pasos de desarrollo celular (16). Así, el espermatozoide y sus 

precursores son blancos de los anticonceptivos masculinos (Figura 2). 

 

Figura 2. Estructura interna de los túbulos seminíferos y órganos del aparato reproductor 

masculino. En la imagen de la izquierda se observa la configuración de las células de Sertoli 

y las fases del desarrollo de los espermatozoides dentro del túbulo seminífero. Del lado 

derecho se muestra la estructura del testículo y del epidídimo. L: lumen. Imagen modificada 

de Darszon et al. 2011 (17). 

 

Los precursores de los espermatozoides son las espermatogonias y existen dos 

diferentes clases, A y B. Las A están encargadas de mantener el número de células 
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germinales mediante mitosis en el proceso de espermatogoniogénesis y las B están 

encargadas de generar a los gametos. Para esto último, las espermatogonias B se 

diferencian a espermátidas mediante meiosis en el proceso de espermatogénesis.  

Posteriormente, las espermátidas se van a convertir en espermatozoides en el 

proceso de espermiogénesis. En esta etapa, las espermátidas redondas forman el 

flagelo, el acrosoma, remueven su exceso de citoplasma y su material genético se 

supercondensa al sustituir histonas por protaminas (18). De tal forma que estos 

cambios convierten al espermatozoide en una célula asimétrica y 

transcripcionalmente inactiva.  

Los espermatozoides humanos suelen medir 55-58 micrómetros de largo y están 

compuestos de una cabeza y una cola. La cabeza es ovalada y alberga tanto al 

núcleo como al acrosoma. Esta es una vesícula derivada del aparato de Golgi y 

almacena a enzimas hidrolíticas implicadas en la reacción acrosomal. Por su parte, 

la cola o el flagelo se divide en la pieza media, en la pieza principal y en la pieza 

final (19).      

Una vez producidos los espermatozoides, estos son liberados hacia el lumen de los 

túbulos seminíferos (espermiación) para ser transportados por los conductos 

eferentes hacia el epidídimo. Esta estructura se divide en cabeza, cuerpo y cola y 

es el lugar en donde los espermatozoides llevan a cabo el proceso de maduración 

y son almacenados (20). 

Los primeros estudios del papel de la maduración epididimal observaron que los 

espermatozoides adquieren mayor potencial de fertilización mientras más cerca se 

encontraban de la cola del epidídimo (21,22).  Una razón de esto, son los cambios 

en la motilidad de los espermatozoides, quienes adquieren la capacidad de nadar 

de forma progresiva en su transcurso a la cola del epidídimo (23). 

Posteriormente, en la eyaculación, los espermatozoides maduros son expulsados 

junto al líquido seminal proveniente de las glándulas accesorias masculinas: las 

vesículas seminales, la glándula prostática y las glándulas bulbouretrales. Este 
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conjunto de espermatozoides y líquido seminal recibe el nombre de semen y es 

depositado en el tracto reproductor femenino durante la reproducción. 

Aquí, los espermatozoides llevarán a cabo un segundo proceso de maduración 

conocido como capacitación espermática (24,25). Este proceso confiere a los 

espermatozoides la capacidad de realizar la reacción acrosomal y se caracteriza 

por una serie diversa de cambios fisiológicos y bioquímicos (26). Dentro de estos 

se encuentran: la remoción del colesterol de membrana plasmática (27), el aumento 

del pH intracelular (28), el aumento en la fosforilación de tirosinas (29), la 

hiperpolarización de la membrana (30,31) y la hiperactivación (32). 

La hiperactivación consiste en la adquisición de un batido flagelar intenso que 

permite a los espermatozoides transitar por el oviducto (33,34) y penetrar la zona 

pelúcida del ovocito (35). 

Por su parte, la reacción acrosomal es un proceso exocitótico dependiente de calcio 

que consiste en la liberación de enzimas hidrolíticas en la proximidad del óvulo 

(36)(37). Esta reacción les permite a los espermatozoides atravesar las capas 

externas que rodean al óvulo. De tal modo que, solo los espermatozoides 

reaccionados pueden fusionarse con el óvulo para depositar su material genético 

(24). 

 

Métodos hormonales 

Cada uno de los anteriores procesos de desarrollo y funciones del espermatozoide 

son potenciales momentos para la acción de nuevos anticonceptivos masculinos. 

En cuanto a los métodos hormonales, su objetivo consiste en alterar el proceso de 

espermatogénesis y el éxito en la intervención se mide por la reducción del número 

de espermatozoides (38).  

Los métodos hormonales funcionan mediante la administración exógena de 

hormonas sexuales esteroideas, con el fin de provocar la retroalimentación negativa 

del eje hipotálamo-hipófisis-gonadal (39). De tal forma que estos métodos requieren 
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aproximadamente dos meses para observar su efecto y el mismo tiempo para 

revertirlo.  

Además de esta restricción, debido a la manipulación del eje endócrino, los 

anticonceptivos hormonales son capaces de provocar una serie diversa de efectos 

secundarios, como: reducción de la libido, cambios de humor, obesidad y 

ginecomastia (39). Debido a lo anterior, existe un interés en generar anticonceptivos 

no hormonales. 

 

Métodos no hormonales  

Dentro de los anticonceptivos no hormonales, los métodos físicos de 

RISUG/Vasalgel o ADAM consisten en la inyección de polímeros en el conducto 

deferente (40). Sin embargo, los autores no han demostrado su reversibilidad en 

humanos (11). Otro método físico es el de Bimek SLV (41). Este es un interruptor 

implantado para generar el bloqueo del paso de los espermatozoides después de 

un periodo de tiempo similar al de la vasectomía. 

Además del impedimento físico del tránsito de los espermatozoides, otro método 

físico consiste en elevar la temperatura testicular mediante el uso de ropa interior 

especial (42). Este instrumento acerca los testículos al cuerpo y requiere usarse la 

mayor parte del día para observar su eficacia. 

Otro enfoque no hormonal es alterar el funcionamiento de proteínas clave del 

espermatozoide. Una característica buscada en estos blancos es un perfil de 

expresión exclusivo o principal al tejido testicular y a los espermatozoides. Así, un 

fármaco selectivo a estos blancos tendría el potencial de evitar efectos secundarios.  

Además de su patrón de expresión, otra de las características que fortalecen la 

relevancia de estos blancos es la evidencia de su indispensabilidad en la 

reproducción. Por ejemplo, observando los cambios en la capacidad de fertilización 

al eliminar el gen en modelos animal o en reportes de alteraciones genéticas en 

humanos.   
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En el caso de no contar el blanco molecular con una expresión exclusiva en tejido 

testicular, será la gravedad de los fenotipos presentes la principal limitante para el 

desarrollo de anticonceptivos dirigidos a estos blancos. Por ejemplo, la adenilato 

ciclasa soluble se expresa de forma ubicua y la ausencia de su gen se acompaña 

de elevación en la presión intraocular y propensión a la formación de cálculos 

renales (43).  

Finalmente, otra característica deseable es la evidencia de la capacidad de modular 

su funcionamiento mediante el uso de diferentes ligandos. Por ejemplo, se han 

identificado moléculas inhibidoras de CatSper, SLO3, ABHD2, EPPIN, ALDH1A2, 

BRDT, Slc9cl, TSSK y proteínas de la familia ADAM (40).  

De los anteriores blancos moleculares, CatSper y SLO3 son blancos farmacológicos 

ideales al ser su expresión exclusiva del espermatozoide (44–47) y ser 

indispensables para la fertilización. Esto se ha observado en la infertilidad reportada 

en estudios genéticos, tanto en ratones knock-out (44–46,48) como en reportes de 

alteraciones genéticas en humanos (49,50). 

 

Catsper 

CatSper es el principal canal de calcio del espermatozoide y es el canal con el mayor 

número de subunidades conocido. Las subunidades CATSPER1, 2, 3 y 4 (44–46) 

son las subunidades formadoras del poro. Cada una de estas posee seis segmentos 

transmembranales, un filtro selectivo de calcio entre los segmentos transmembranal 

cinco y seis, y un sensor de voltaje en el segmento transmembranal cuatro (17).  

Además de las subunidades formadoras del poro, hasta el momento se han 

identificado otras 10 subunidades. Dentro de estas, CATSPER beta (51), gamma 

(52), delta (53) y épsilon (54) son proteínas de membrana con grandes dominios 

extracelulares. Así mismo, recientemente descubiertas (55), SLCO6C1, CATSPER 

eta y TMEM249 son proteínas de membrana. Por su parte, EFCAB9, CATSPER 

zeta y tau son proteínas citosólicas. Dentro de estas, el complejo entre EFCAB9 y 

CATSPER zeta contribuye a la sensibilidad a pH y calcio del canal (56).  
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En cuanto a su superestructura, el canal se encuentra ordenado en cuatro dominios 

discretos, lineales y paralelos en la pieza principal del espermatozoide (57,58). De 

tal forma que, la señalización de calcio en el espermatozoide se encuentra 

espaciotemporalmente ordenada. 

Finalmente, CatSper es indispensable para la fertilización. Esto se observa en la 

infertilidad reportada en estudios genéticos, ya sea en modelos de knock-out en 

ratón (44–46) o en reportes de alteraciones genéticas en humanos (49) .  

Lo anterior se explica por el papel de CatSper en el proceso de fertilización. Por 

ejemplo, los fenotipos de los espermatozoides knock-out de las subunidades de 

CatSper han implicado al canal en la capacidad de adquirir la hiperactivación 

durante el proceso de capacitación (59) y en la capacidad del espermatozoide de 

realizar la reacción acrosomal (60,61). Lo anterior concuerda con la dependencia 

de estos procesos a la señalización de calcio. 

Inhibidores de CatSper 

Uno de los puntos que ha favorecido al canal como blanco molecular es la evidencia 

de su susceptibilidad a la acción de diferentes moléculas. Por ejemplo, Carlson y 

colaboradores (62) fueron los primeros en reportar a un inhibidor de CatSper (HC-

056456). A continuación, dos grupos identificaron al mismo tiempo a NNC55-0396 

como inhibidor (63,64) y a Mibefradil (64). Al siguiente año, Brenker y colaboradores 

(65), reportaron a MDL12330A como inhibidor. Posteriormente, Rennhack y 

colaboradores (61) reportaron a RU1968 como inhibidor de CatSper. Más 

recientemente, Rahban y colaboradores reportan la acción bloqueadora de 

Sertralina (66) y Carlson y colaboradores (67) la acción bloqueadora de ML218. Así 

mismo, Carlson y colaboradores (68) identificaron 7 series líderes de inhibidores de 

CatSper mediante cribado de alto procesamiento. Posteriormente, Schierling y 

colaboradores (69) generaron homólogos de RU1968 y Rehfeld y colaboradores 

(70) identificaron la acción activadora de CatSper de AM404, compuesto generado 

a partir de 4-aminofenol, metabolito del paracetamol, y ácido araquidónico. 

Finalmente, Luque y colaboradores (71) han reportado un nuevo ensayo de alto 
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procesamiento e identificaron a un posible bloqueador de CatSper dentro de una 

mini biblioteca de fármacos aprobados por la FDA. 

 

SLO3 

SLO3 es el canal principal de potasio del espermatozoide y forma parte de la familia 

de canales de potasio gran conductancia (BK, SLO o Maxi-K) (72). El canal es un 

homotetrámero, en donde cada subunidad cuenta con seis segmentos 

transmembranales y tres dominios: el dominio de poro, el sensor de voltaje y el 

sensor citosólico a pH (73).  

Respecto a su función, el canal está implicado en la generación de la 

hiperpolarización de la membrana, al facilitar la salida de potasio en el 

espermatozoide. En el humano, el canal SLO3 es sensible a los cambios de pH y a 

las concentraciones de calcio. En cambio, en el ratón, el canal es solamente 

sensible al pH (74). 

Existen diferentes subunidades auxiliares para los canales de la familia SLO. Por 

ejemplo, las propiedades cinéticas y farmacológicas de SLO1 son modificadas por 

las subunidades beta. Por su parte, la subunidad auxiliar conocida de SLO3 es 

gama2, y su coadministración en sistemas heterólogos facilita su expresión y 

modifica sus propiedades electrofisiológicas.  

Inhibidores de SLO3 

Debido a la dificultad de expresar únicamente las subunidades alfa de SLO3, Tang 

y colaboradores (75) estudiaron sus propiedades farmacológicas en construcciones 

quiméricas de SLO3 de ratón (SLO3m). Para esto, emplearon inhibidores conocidos 

de SLO1 de ratón como quinina, quinidina, carbdotoxina, slotoxina e iberiotoxina. 

A partir de los anteriores resultados, Mannowetz y colaboradores (76) investigaron 

la acción de estos inhibidores en el espermatozoide humano. Al observar la 

inhibición de la corriente principal de potasio empleando inhibidores de SLO1m, 

pero no de SLO3m quiméricos, los autores concluyeron que esta corriente dependía 

principalmente de SLO1. 
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Sin embargo, esta afirmación se puso en duda al observar que inhibidores no 

específicos de SLO3m inhibían la corriente y que, en cambio, inhibidores de SLO1m 

no inhibían la corriente de potasio del espermatozoide. Para esto, Brenker y 

colaboradores (77) coexpresaron de forma heteróloga al canal SLO3h y a la 

subunidad gama2 en células CHO. De esta forma, los autores concluyeron que 

SLO3 es el canal principal de potasio en el espermatozoide humano. 

Esta afirmación se fortaleció con los resultados de Sánchez-Carranza y 

colaboradores (72). En este trabajo, los autores observaron la inhibición de la 

hiperpolarización de la membrana en los espermatozoides y la inhibición de la 

corriente de potasio en células transfectadas con SLO3+gama2 empleando 

iberiotoxina, slotoxina y carbdotoxina, inhibidores de canales SLO. Así mismo, los 

autores demostraron diferencias en las propiedades farmacológicas entre SLO3m y 

SLO3h. Por ejemplo, que la iberiotoxina inhibe parcialmente a SLO3h. 

Finalmente, empleando un cribado de alto procesamiento de 50,000 moléculas, 

Lyon y colaboradores identificaron a un inhibidor selectivo de SLO3h (72). Con este 

inhibidor, los autores lograron establecer el papel principal de SLO3 en el flujo de 

potasio, en la hiperpolarización de la membrana del espermatozoide humano, en la 

hiperactivación y en la reacción acrosomal. 

 

Métodos computacionales 

Los avances en la identificación de inhibidores de estos canales han sido facilitados 

por el desarrollo de ensayos de alto procesamiento. Estos ensayos consisten en 

registrar el movimiento de los iones o el cambio del potencial de membrana 

empleando marcadores fluorescentes una vez que se ha estimulado la apertura de 

los canales. La ventaja de estos ensayos reside en poder estudiar el 

comportamiento de miles de moléculas de forma más rápida y sencilla. Así, la 

confirmación mediante electrofisiología se limita a un número reducido de 

potenciales inhibidores.  
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Sin embargo, a pesar de estas ventajas, la identificación de inhibidores es una 

cuestión de serendipia, lo que repercute en el tiempo de identificación y en el costo. 

De este modo, existe una necesidad de implementar metodologías que reduzcan el 

espacio y tiempo de búsqueda de nuevos fármacos, como el diseño de fármacos 

asistido por computadora. 

El diseño de fármacos asistido por computadora es un conjunto de técnicas 

computacionales que tienen el fin de identificar, optimizar y analizar fármacos (79). 

Dentro de estas técnicas, el modelado por homología, el acoplamiento molecular, el 

cribado virtual y la dinámica molecular son opciones que se han utilizado con éxito 

para traer nuevos fármacos al mercado (80).  

El modelado por homología es una técnica computacional para la generación de 

estructuras tridimensionales de las proteínas blanco. En esta técnica, se utiliza la 

estructura tridimensional conocida de un homólogo de la proteína blanco como 

molde. Así, a mayor porcentaje de identidad entre estas secuencias existe una 

menor ambigüedad en la estructura del modelo. Como regla general, un 30% de 

identidad se considera suficiente para la generación de un modelo teórico (81).   

El acoplamiento molecular es una técnica de evaluación de la interacción entre una 

molécula y el receptor blanco (82). Para esto, los algoritmos de acoplamiento 

generan diferentes modelos de unión ligando-receptor. Así mismo, estos algoritmos 

utilizan una función de puntaje para evaluar la fuerza de interacción de cada modelo 

generado.   

En la generación de complejos ligando-receptor, el acoplamiento puede ser de dos 

tipos: rígido o flexible. En el caso del acoplamiento rígido, el receptor y el ligando 

permanecen en su conformación original por lo que la búsqueda de complejos se 

limita a rotar y trasladar al ligando en el sitio de unión. Por otro lado, el acoplamiento 

flexible permite el movimiento de las cadenas laterales del receptor y de los enlaces 

rotables del ligando. De esta forma, el número de posees exploradas aumenta, 

aunque también lo hace el costo computacional (83). 
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Por su parte, el cribado virtual es la técnica computacional que compara y ordena a 

diferentes moléculas de acuerdo a alguna medida del grado de afinidad al receptor 

blanco (84). Por ejemplo, para el cribado virtual basado en ligandos, el grado de 

afinidad de las moléculas constituye el grado de similitud de la estructura de estas 

moléculas con ligandos conocidos. En cambio, en el cribado virtual basado en la 

estructura, el grado de afinidad es igual al puntaje de acoplamiento molecular.(85). 

A pesar de esta distinción, existen protocolos validados que combinan ambos 

métodos (86). De esta forma, el cribado virtual permite acelerar el proceso de 

identificación de potenciales ligandos y su interacción con las moléculas objetivo 

(87). 

Métodos computacionales en el desarrollo de anticonceptivos masculinos 

Estos métodos computacionales han sido utilizados con éxito en diferentes etapas 

del desarrollo de anticonceptivos masculinos. Por ejemplo, EPPIN es una proteína 

de la superficie del espermatozoide y la inhibición de su unión a SMEG1, proteína 

formadora del gel seminal, genera infertilidad. En este caso, durante el proceso de 

optimización de inhibidores de EPPIN, se modelaron y acoplaron molecularmente 

segmentos de SEMG1 con el fin de identificar el sitio de interacción EPPIN-SEMG1 

(88).  

De forma similar, se han realizado cribados virtuales de alto procesamiento para la 

identificación de inhibidores de BRDT, regulador transcripcional y epigenético 

esencial para la espermatogénesis (89).  

Más recientemente, se han realizado acoplamientos moleculares para la 

identificación de análogos de ER-50891, antagonista selectivo del receptor de ácido 

retinoico alfa, y la identificación de YCT529 (90) compuesto que está siendo 

evaluado por primera vez en ensayos clínicos (ClinicalTrial.gov ID: NCT06094283). 

Así, los anteriores estudios son evidencia del potencial de implementar estos 

métodos en la búsqueda de nuevos anticonceptivos masculinos. Por ejemplo, para 

la identificación de nuevos inhibidores de CatSper y SLO3 existen estructuras 

tridimensionales de canales homólogos de estos blancos moleculares. Estas 
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estructuras se resolvieron mediante crio-microscopía electrónica y son: la estructura 

de CatSper de ratón (55) y SLO1 de humano (91) (Figura 3). Ambas secuencias 

cuentan con un nivel de identidad con su homólogo igual o superior al 50 o 45%, 

respectivamente. De esta forma, es posible generar modelos por homología de 

estos canales para su uso en estudios in silico (92).  

 

Figura 3. Vista lateral de las estructuras de CatSper de ratón (izquierda) y SLO1 de humano 

(derecha). Ambas estructuras fueron determinadas experimentalmente mediante crio-

microscopía electrónica. CatSper (55), SLO1 (91).  

En general, combinar el enfoque computacional con ensayos funcionales resulta en 

una estrategia atractiva para la caracterización e identificación de potenciales 

anticonceptivos masculinos. De esta forma, resulta necesario analizar de forma in 

silico e in vitro el potencial inhibitorio de moléculas sobre los canales SLO3 y 

CatSper del espermatozoide humano. 

 

III. Hipótesis  

Hi: Moléculas identificadas in silico afectan la funcionalidad del espermatozoide 

humano. 



18 
 

Ho: Moléculas identificadas in silico no afectan la funcionalidad del espermatozoide 

humano. 

 

 

IV. Objetivos  

Objetivo general  

Analizar de forma in silico e in vitro el potencial inhibitorio de moléculas sobre los 

canales SLO3 y CatSper en la funcionalidad del espermatozoide humano 

Objetivos específicos  

Determinar la estructura de CatSper y SLO3 mediante homología. 

Obtener la estructura de las potenciales moléculas inhibidoras de los canales 

CatSper y SLO3. 

Determinar a los ligandos candidatos en función de su puntaje de acoplamiento 

molecular. 

Validar los resultados in silico mediante espectrofluorometría y microscopía. 

 

V. Metodología   

- Modelado por homología 

Debido a la ausencia de estructuras resueltas de los canales de interés, se 

determinaron las coordenadas atómicas mediante modelado por homología. El 

primer paso consistió en la búsqueda e identificación de secuencias plantillas. Esto 

es, secuencias con estructura tridimensional resuelta y un porcentaje de identidad 

mayor al 25% con la secuencia objetivo. Para esto, se realizó un BLAST proteína-

proteína (BLASTp) empleando las secuencias de las subunidades alfa del canal 

CatSper (UNIPROTKB Q8NEC5, Q96P56, Q86XQ3 y Q7RTX7) y SLO3 de humano 

(UNIPROTKB A8MYU2).  
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Encontrada la mejor plantilla, su secuencia se utilizó para modelar la estructura 

tridimensional de los canales empleando el servidor SWISS-MODEL. A 

continuación, los modelos generados se alinearon con la estructura de SLO1 de 

humano y CatSper de ratón mediante el programa de Discovery Studio 2016. De 

esta forma, se alineó cada subunidad para formar el homotetrámero de SLO3 y el 

heterotetrámero de CatSper.  

A continuación, los modelos se protonaron a pH de 7.4 utilizando el módulo 

proteinprepare de playmolecule y addH de Chimera 1.15, para las estructuras de 

SLO3 y CatSper, respectivamente. 

Una vez ajustado el estado de protonación de los canales, los modelos se 

minimizaron in vacuo empleando el campo de fuerza para proteínas de Amber 

ff14SB durante 1000 pasos del algoritmo de descenso rápido en el programa de 

Chimera 1.15. Una vez hecho esto, se evaluó la calidad de estos mediante gráficos 

de Ramachandran empleando Molprobity v. 4.4, QMEAN del servidor de SWISS-

MODEL y su alineación estructural empleando al servidor de RaptorX. 

- Selección de los potenciales ligandos  

Comprobada la calidad de los modelos, se obtuvieron las estructuras de los 

potenciales ligandos. Para SLO3 se empleó la base de datos UniprotKM. En este 

caso, se restringió la búsqueda a proteínas con reportes de alterar la actividad de 

canales de potasio tipo slo y sus estructuras se obtuvieron de la base de estructuras 

de proteínas Alphafold (93). Por su parte, para el canal CatSper, se emplearon las 

estructuras de 2315 fármacos aprobados por la FDA disponibles en el servidor de 

DrugRep. 

- Acoplamiento y dinámica molecular  

Para la realización del acoplamiento molecular entre toxinas y SLO3, se restringió 

el acoplamiento a la porción extracelular del canal de SLO3. En este paso, se 

identificó la hidrofobicidad del canal mediante la escala de Kyte-Doolittle empleada 

en el programa de Discovery Studio 2016. Así mismo, se redujo el sistema de SLO3, 
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eliminando el dominio sensor de calcio y el de voltaje (73). En cambio, para el 

acoplamiento molecular entre los fármacos y CatSper, se restringió el acoplamiento 

a la región del poro del canal.  

A continuación, para validar los modelos, se realizaron acoplamientos moleculares 

empleando inhibidores conocidos de los canales. Para SLO3 se utilizó a la 

iberiotoxina (ibtx) y se acopló mediante el servidor de HADDOCK 2.4. Así mismo, 

se evaluó la estabilidad del complejo SLO3-ibtx mediante simulaciones de dinámica 

molecular. En este caso, se empleó el servidor de CHARMM-GUI para la 

construcción del sistema, se minimizó la energía por el algoritmo de descenso 

pronunciado y se equilibró el sistema empleando el protocolo de CHARMM-GUI. 

Finalmente, se realizaron simulaciones de dinámica molecular en el programa 

Gromacs durante 100 ns y se evaluó la raíz de la desviación cuadrática media entre 

el complejo y la toxina.  

En el caso de CatSper, se utilizó el programa de Autodock Vina para acoplar las 

moléculas: HC-056456, Mibefradil, ML218, RU1968, Sertralina y las primeras 

moléculas identificadas de las series 1, 2, 6 y 7 del estudio de Carlson y 

colaboradores (68). Por su parte, como controles negativos se generaron 50 

moléculas señuelo por cada uno de los inhibidores de CatSper antes mencionados, 

empleando el programa de DUD-E. Finalmente, se utilizaron los puntajes de 

acoplamiento molecular obtenidos para generar una curva ROC con el fin de validar 

el modelo y determinar el mejor punto de corte. 

- Cribado virtual 

Una vez validados los modelos de los canales, se procedió al cribado virtual 

empleando ZDOCK 3.0.2 para SLO3 y Autodock Vina para CatSper. En el caso de 

SLO3, las toxinas que obtuvieron un puntaje de acoplamiento molecular igual o 

superior que la ibtx se consideran ligandos candidatos del canal. Por su parte, los 

ligandos candidatos de CatSper son aquellos fármacos que obtuvieron un puntaje 

de acoplamiento molecular superior al punto de corte de la curva ROC. 

- Obtención de las muestras de semen 
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Realizado lo anterior, se procedió a la parte in vitro del proyecto. Para el cálculo de 

la muestra, se utilizó el programa GPower 3.1, asumiendo un tamaño del efecto de 

0.8, alfa de una cola de 0.05 y un poder de 0.8 para un análisis de varianza de 4 

grupos. Así, se reclutaron a 8 participantes masculinos con una edad de 18 a 30 

años. Se excluyeron a aquellos participantes con uso de narcóticos o fármacos, con 

enfermedades crónico degenerativas, que reportaron enfermedades de transmisión 

sexual o que hubieran presentado un cuadro febril en los últimos tres meses previos. 

De igual forma, se eliminaron de la muestra a los participantes con parámetros de 

calidad del semen anormales de acuerdo a la quinta edición del manual de la OMS.  

Una vez firmada la carta de consentimiento informado, se solicitó la muestra de 

semen con 2 a 7 días de abstinencia sexual. Las muestras de semen, obtenidas 

mediante masturbación, se colocaron en frascos estériles individuales. Posterior a 

esto, se evaluaron los parámetros de calidad del semen. Brevemente, las muestran 

se incubaron por 30 minutos a condiciones estándar para que ocurra el proceso de 

licuefacción. Después, se tomaron alícuotas para determinar: el porcentaje de 

motilidad, la morfología mediante tinciones eosina-hematoxilina, la concentración 

espermática en una cámara Makler y el pH de la muestra. 

- Preparación de la muestra de espermatozoides 

Posteriormente, las muestras se prepararon mediante la técnica de nado hacia 

arriba en un tubo de ensayo inclinado a 45°. Para esto, 500 µL de la muestra se 

incubaron con 500 µL de medio Ham’s F10 suplementado con 5 mg/mL de BSA a 

condiciones estándar durante 1 h. Se tomaron 400 µL de la fase superior y se ajustó 

la concentración de espermatozoides a 1x107 células/ml con medio Ham’s F10 

suplementado. Finalmente, las muestras se incubaron por 3 horas más para 

capacitar a los espermatozoides de la muestra. 

- Evaluación del efecto de los ligandos candidatos en la funcionalidad del 

espermatozoide humano  

Para valorar la inhibición de la actividad de CatSper, se evaluó los cambios en la 

fluorescencia del marcador DiSC3(5) mediante espectrofluorometría antes y 
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después de remover el Na+ extracelular por EGTA. De forma similar, para valorar la 

inhibición de la actividad del canal de SLO3, se evaluó la fluorescencia del marcador 

DiSC3(5) mediante espectrofluorometría (Figura 4). 

 

Figura 4. Ensayos funcionales para identificar inhibidores de la actividad de CatSper y 

SLO3. Para SLO3, se determinará el potencial de membrana en espermatozoides 

capacitados y no capacitados, mediante la calibración con el ionóforo de valinomicina. Por 

su parte, para CatSper se analizará la fluorescencia normalizada (fluorescencia posterior a 

la administración de EGTA – fluorescencia promedio de un minuto previo a la administración 

de EGTA) en condiciones no capacitantes, en presencia o ausencia de los potenciales 

inhibidores de CatSper. Tomado y modificado de Ritagliati et al., 2018 (94) y de Luque et 

al., 2023 (71). 

 

Así mismo, se evaluaron los porcentajes de hiperactivación de espermatozoides 

capacitados en presencia o ausencia de los ligandos candidatos. Para esto, la 

hiperactivación se evaluó mediante el plugin de OpenCASA del programa ImageJ, 

definiendo a los espermatozoides hiperactivados como aquellos con: velocidad 
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curvilínea (> 150 µm/s), linearidad (< 50%) y desplazamiento lateral de la cabeza (≥ 

3.5 µm).   

Finalmente, se evaluó el porcentaje de espermatozoides reaccionados de forma 

espontánea e inducidos por progesterona. Para esto, se teñiron con la lectina Pisum 

sativum acoplada a isotiocianato de fluoresceína (FITC-PSA) durante 30 minutos. 

Finalmente, después de lavar el exceso de FITC-PSA, se evaluó la región 

acrosomal mediante microscopia de fluorescencia. 

- Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico, se evaluó la distribución de los datos mediante la prueba 

de normalidad de Shapiro-Wilk para la selección de pruebas paramétricas y no 

paramétricas. En el caso de comparaciones múltiples, se empleó la prueba de 

ANOVA o Kruskall-Wallis, seguido de la prueba post-hoc de Tukey o Dunn, 

respectivamente.  
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VI. Resultados y Discusión 
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VII.  Conclusiones 

Los modelos teóricos de los canales de CatSper y SLO3 de humano permitieron 

identificar potenciales moléculas antagonistas de los canales y proponer modos de 

unión. De estas, se caracterizó in vitro el efecto de pimozida sobre espermatozoides 

de humano, mostrando que es capaz de afectar negativamente funciones que 

dependen del correcto funcionamiento de CatSper.  
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

Carta de consentimiento informado para pacientes 

“Análisis in silico e in vitro de moléculas con potencial uso de anticonceptivos 
masculinos sobre la funcionalidad del espermatozoide humano” 

El presente estudio se encuentra bajo la supervisión de la Dra. Ana Alicia Sánchez 
Tusie, adscrita a la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Querétaro 
con dirección en Calle Clavel no. 200 Col. Prados de la capilla, Querétaro, Qro.  
Teléfono (442)1921200. Así mismo, este estudio será realizado por el responsable 
del proyecto: MC.  Jorge Arturo Torres Juárez, estudiante del programa de 
Doctorado en Ciencias en Biomedicina de la Facultad de Medicina de la Universidad 
Autónoma de Querétaro.   

Lo invitamos a tomar parte en un estudio de investigación en la Facultad de 
Medicina de la Universidad Autónoma de Querétaro, Campus Aeropuerto. Esta hoja 
de consentimiento puede tener términos médicos con los que usted no esté 
familiarizado, por favor siéntase libre de preguntar todo aquello que no entienda 
claramente.   

Los métodos anticonceptivos son una solución clave para prevenir los embarazos 
no planeados. Sin embargo, la carga en este cuidado recae principalmente en la 
mujer, de tal modo que hace falta aumentar las opciones de anticonceptivos 
masculinos. De este modo, el objetivo del estudio es evaluar el efecto anticonceptivo 
de moléculas sobre la funcionalidad de los espermatozoides. 

El presente estudio es un estudio experimental in vitro y tendrá un tiempo de 
duración aproximado de 40 minutos. En este estudio, los datos y la muestra 
pertinente del participante son tomados en una sola ocasión.   

DESCRIPCIÓN DEL ESTUDIO.   

Fase de evaluación inicial: Evaluar la historia clínica del participante, con especial 
atención a infecciones en los últimos 3 meses, diagnóstico de enfermedad venérea, 
lesión en la columna vertebral, uso de narcóticos y   diagnóstico de diabetes. 

Fase de pruebas fisiológicas: Obtención de la muestra de semen: Se dará un 
recipiente previamente rotulado, solicitando al participante proporcionar la muestra 
de semen en un cuarto privado ubicado en la proximidad del laboratorio.  

Costo de las evaluaciones: La evaluación de la muestra de semen no tiene costo 
alguno para usted.  

Beneficios: 1.- Los resultados de la muestra de semen, le permitirán conocer sus 
parámetros de calidad y funcionalidad de sus espermatozoides y la posibilidad de 
recibir recomendaciones de tratamiento en caso de ser necesarios. 2.- 
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Indirectamente, usted ayudará al desarrollo de métodos anticonceptivos 
masculinos.  

Confidencialidad: La información que incluya su nombre, dirección u otros datos 
personales solo será registrada en el expediente del protocolo de investigación, el 
cual solo será consultado por los investigadores involucrados en el estudio. Si los 
resultados de esta investigación fueran presentados en artículos científicos, 
congresos o reuniones médicas y científicas, su identidad no será revelada. En caso 
de que los estudios o las evaluaciones llevadas a cabo durante el estudio, muestren 
hallazgos que se consideren de importancia para la evolución y/o tratamiento del 
cuadro clínico, se solicitará su autorización para ser comunicados a su médico 
tratante.   

Participación voluntaria / suspensión de la participación: Su participación en 
este estudio es voluntaria. Puede rehusarse a participar o suspender su 
participación en el estudio en cualquier momento.  

CONSENTIMIENTO INFORMADO: He leído la carta de consentimiento informado 
y entiendo de qué se trata el estudio. He hablado directamente con el responsable 
del estudio y ha contestado todas mis preguntas en términos que he podido 
entender. Puedo hacer cualquier pregunta en cualquier momento de la 
investigación. Recibí una copia de esta hoja de información.   

ACEPTO VOLUNTARIAMENTE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO.   

Entiendo que puedo suspender mi participación en el estudio en cualquier 
momento sin que esto tenga consecuencias en mi relación con la institución. 
Mi identidad no será revelada en ninguna referencia del estudio o sus 
resultados.  Además, recibí una copia de la carta de consentimiento.   

Si tengo dudas o requiero información adicional respecto al estudio, puedo 
comunicarme con la Dra. Ana Alicia Sánchez Tusie ((442)1921200), Laboratorio de 
Biología Celular y Molecular de la Reproducción de la Facultad de Medicina de la 
Universidad Autónoma de Querétaro. 

QUERÉTARO, QRO. DD____________, 
MM__________________AÑO__________________ 

Investigador (Nombre, Cargo y 
Firma):_______________________________________________ 

En caso de suspender mi colaboración, autorizo que sigan utilizando mi información 
hasta que concluya la investigación:  

Sí___________________   No_________________ 

 

Paciente (Nombre): __________________________________________ 
Firma:_________________ 
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