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Resumen. 

 
 

En la fertilización de mamíferos, el espermatozoide activa sus mecanismos de 

influjo de calcio para cubrir los requerimientos necesarios y llevar a cabo la 

capacitación y la reacción acrosomal. La capacitación es un proceso complejo en 

el que se activan varios sistemas de transducción de señales, entre los que 

destaca la activación de tirosina cinasas, permitiendo al espermatozoide presentar 

reacción acrosomal en respuesta a la ZP3, una glicoproteína de zona pelúcida. 

Los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV) probablemente participan 

en estos procesos. Se ha reportado que la capacitación aumenta la permeación de 

calcio a través de los CCDV. Asimismo, la progesterona, que induce un aumento 

en el calcio intracelular por mecanismos diferentes a la activación de CCDV, 

estimula la permeabilidad de los CCDV. En la presente tesis se explora la 

participación de tirosina cinasas en la estimulación de los CCDV inducida durante 

la capacitación y por acción de la progesterona. Analizando la actividad de CCDV 

con detectores ópticos para potencial de membrana y calcio intracelular en 

espermatozoides humanos, se estudio el efecto de la inhibición en la actividad de 

fosforilación de tirosinas sobre el aumento en la permeabilidad de los CCDV 

después de la capacitación, y sobre la estimulación de los CCDV por acción de la 

progesterona. La genisteina, un inhibidor de la actividad de tirosina cinasas, 

disminuyó el calcio intracelular basal de manera reversible. El influjo de calcio 

inducido por progesterona, que también se estimula durante la capacitación del 

espermatozoide humano, se inhibió con genisteina (de acuerdo con reportes 

anteriores). Sin embargo, este inhibidor no tuvo efecto sobre el aumento en la 

permeabilidad de los CCDV posterior a la capacitación, ni sobre la estimulación de 

estos canales por el influjo de calcio inducido por acción de la progesterona. Los 

resultados confirman que los CCDV y el influjo de calcio inducido por progesterona 

son dos vías diferentes de permeabilidad y sugieren que la actividad de 

fosforilación de tirosinas durante la capacitación no modula la permeabilidad de los 

CCDV. 
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1. Introducción. 

1.1. Generalidades    

Durante el proceso evolutivo de los seres vivos, la aparición de la reproducción 

sexual causó una notable ventaja adaptativa; ya que permitió a los individuos 

establecerse con mayor facilidad en el medio ambiente. El fundamento biológico 

de este proceso adaptativo lo constituye el hecho de que el nuevo individuo se 

dotó de las características genéticas del padre y la madre, a través de la unión de 

los gametos, esto es, de los espermatozoides y los óvulos.  

 Los gametos se generan por meiosis, un proceso en el que se presenta 

también la recombinación genética entre cromosomas.  En la meiosis la división 

celular va acompañada de una reducción a la mitad de la cantidad de material 

genético de una célula diploide dando lugar a células haploides. Este proceso se 

denomina ovogénesis en el caso femenino y espermatogénesis en el masculino. 

El óvulo fecundado por el espermatozoide constituye el cigoto unicelular diploide, 

condición de la que arranca la formación del nuevo individuo. 

En los mamíferos, antes de llevar a cabo la fecundación, se orquestan 

fenómenos que inician con la liberación del óvulo y su viaje a través del oviducto y, 

por otro lado,  con el viaje que emprende el espermatozoide eyaculado hasta 

alcanzar a su destinatario. Es sin embargo, el espermatozoide quien debe cumplir 

con varios requisitos  que le permitirán fecundar.  El proceso comienza con la 

antes mencionada espermatogénesis, prosigue con el fenómeno de 

espermiogénesis, donde las  espermátides (células que no están totalmente 

maduras), eliminan componentes celulares que no le serán útiles para la 

fertilización, y desarrollan el espermatozoide maduro que consiste de una forma 

hidrodinámica, provista de una cabeza generalmente puntiaguda  y de un flagelo. 

El espermatozoide eyaculado y depositado en el tracto genital femenino, 

presenta una serie de cambios bioquímicos que afectan profundamente su 

motilidad, hiperactivándola, y le confieren, en horas, la capacidad de responder a 

estímulos generados por la hembra  produciéndole la exocitosis del acrosoma o 

reacción acrosomal.  A la serie de procesos bioquímicos que confieren al 
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espermatozoide la capacidad de presentar reacción acrosomal fisiológica se le 

denomina capacitación [1]. 
La hiperactivación, la capacitación y la reacción acrosomal son 

prerrequisitos absolutos para que el espermatozoide pueda fecundar al óvulo. Las 

bases moleculares de estos tres fenómenos involucran la activación de 

mecanismos de transporte de calcio [1,2,3]. Como se verá más adelante, el 

estudio de estos mecanismos constituyen parte central de esta tesis.  

 

1.2. Estructura del espermatozoide 

El espermatozoide consta de una cola o flagelo, el cual tiene un arreglo axonemal 

de “9+2”, típico de eucariontes; una pieza media o cuello, donde se encuentran las 

mitocondrias; y la cabeza que alberga dos centríolos, un núcleo muy compactado 

y el acrosoma. El acrosoma es una estructura localizada en el extremo apical, la 

constituye una vesícula rodeada por una membrana acrosomal externa cerca de la 

membrana plasmática de la cabeza y una membrana acrosomal interna sobre la 

membrana nuclear (figura 1). Cabe mencionar que la estructura pequeña y 

peculiar de la cabeza ha dificultado enormemente el estudio de las corrientes 

iónicas en estas células [4]. 

 

1.3. Fisiología de el espermatozoide de mamíferos. 

1.3.1. Motilidad e hiperactivación. 

Los espermatozoides de mamífero se desarrollan en los túbulos seminíferos, 

terminan su maduración y posteriormente son almacenados en el epidídimo donde 

tienen un patrón de movimiento flagelar muy débil y se dice son inactivos[2]; 

cuando entran en contacto con el plasma seminal, son eyaculados y depositados 

en el tracto genital femenino, los espermatozoides cambian su patrón de 

movimiento e inician un desplazamiento vigoroso con trayectoria casi linear [2]. 

Con el tiempo (en horas) el espermatozoide alcanza un movimiento flagelar aún 
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más vigoroso que juega un papel muy importante en el desplazamiento efectivo a 

través del mucus cervico-uterino. Esta aceleración de la motilidad, denominada 

por Yanagimachi hiperactivación [1] también ayuda al espermatozoide a penetrar 

la zona pelúcida, una cubierta extracelular que rodea al ovocito [2].  La 

hiperactivación de la motilidad requiere de calcio extracelular y un mantenimiento 

adecuado del pH intracelular [5]. 

 
1.3.2. Capacitación. 
La capacitación es un proceso complejo que al parecer inicia por un eflujo de 

colesterol de la membrana plasmática de los espermatozoides [6]. Este eflujo es 

lento y favorecido experimentalmente por la albúmina sérica bovina (BSA), 

constituyente esencial del medio de capacitación in vitro de los 

espermatozoides[7]. La extrusión de colesterol de la membrana trae como 

consecuencia un aumento en su fluidez y la activación de una adenilato ciclasa 

que eleva, también en horas, los niveles de AMPc y activa consecuentemente a la 

proteína cinasa A (PKA) [8,9].  La adenilato ciclasa del espermatozoide es soluble, 

y de manera peculiar, es estimulada por iones calcio y por bicarbonato [10,11]. A 

este respecto, cabe mencionar que la capacitación requiere estrictamente de la 

presencia de calcio extracelular y es notablemente estimulada, en el 

espermatozoide humano, por el bicarbonato (ambos iones son componentes que 

se requieren en el medio de capacitación in vitro). El aumento en el AMPc, y/o la 

activación de la PKA, trae como consecuencia la activación de tirosina cinasas 

[11,12,13]. La actividad de las tirosina cinasas también es esencial para la 

capacitación; ya que su inhibición, por genisteina, previene la reacción acrosomal 

inducida fisiológicamente por progesterona o ZP3 [14,15,16,17] (ver abajo), lo cual 

constituye un “marcador funcional” de la capacitación.  Entre otros procesos 

bioquímicos, la capacitación del espermatozoide se acompaña  de un aumento 

discreto en el calcio intracelular de reposo, y de una ligera alcalinización del pH 

intracelular [18,19,20,21,22]. 
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1.3.3. Reacción acrosomal. 
La reacción acrosomal (RA) es un proceso de exocitosis que trae como 

consecuencia la liberación de enzimas líticas que permiten al espermatozoide 

penetrar a través de las cubiertas extracelulares del óvulo, y al mismo tiempo, 

exponer la membrana interna, paso necesario para la fusión del segmento 

ecuatorial espermático y la membrana plasmática del óvulo [1]. En el 

espermatozoide de mamífero la RA puede ser inducida por una glicoproteína de la 

zona pelúcida, que en ratón se conoce como ZP3 [23,24] y por progesterona, una 

hormona esteroidal presente en el fluido folicular, la cual es liberada por las 

células de la granulosa que acompañan al óvulo [25].  Estos ligandos actúan sobre 

receptores membranales (aún no identificados plenamente) y como consecuencia 

disparan rápidamente un influjo de calcio que, a juzgar por el efecto inductor de los 

ionóforos de calcio, promueven la RA per se. Con base en el efecto inhibitorio de 

algunas dihidropiridinas (DHPs) sobre los canales de calcio dependientes de 

voltaje (CCDV) y en la posterior inducción de la RA, se ha postulado que la ZP3 

abre CCDV en el espermatozoide, involucrados en la liberación del contenido del 

acrosoma [26,27,28].  

 En contraste, el mecanismo de influjo de calcio inducido por la progesterona 

no involucra la apertura de CCDV [18]. Aunque se desconoce este mecanismo de 

movilización de calcio, de manera interesante, se ha postulado que la activación 

de tirosina cinasas regula al presunto canal, ya que la genisteina, un inhibidor de 

la actividad de fosforilación de tirosinas, inhibe el influjo de calcio inducido por la 

hormona [29,30]. Recordemos que la inducción de la RA por progesterona (y por 

ZP3) solo se lleva a cabo en espermatozoides capacitados [25,31]. 

Consistentemente, el influjo de calcio inducido por progesterona en el 

espermatozoide capacitado es mucho mayor que en el no capacitado 

[19,20,21,30,32], y la inhibición que produce la genisteina sobre este influjo (así 

como en la RA inducida por progesterona) llega hasta los valores de las células no 

capacitadas [29]. 
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2. Antecedentes. 
 
La participación del calcio intracelular es fundamental en la motilidad, capacitación 

y reacción acrosomal del espermatozoide [1] y, en efecto, en todos ellos 

encontramos que un aumento súbito o moderado en el calcio interno es necesario 

para que se produzca el fenómeno [1,2,3]. Por ejemplo, la hiperactivación requiere 

de rápidas incorporaciones de calcio en el flagelo [2], así como la RA requiere del 

incremento en el calcio interno cuya concentración puede alcanzar 1000 nM en 

segundos [18,33]. En contraste el calcio intracelular aumenta unos 100 nM durante 

las 3-4 horas en que se lleva a cabo la capacitación [19,20,21]. El elemento común 

en estos procesos, es, que se activan sistemas de entrada de calcio en la 

membrana plasmática [4]. Entre estos sistemas destacan los canales de calcio 

dependientes de voltaje (CCDV). 

 
2.1. Canales de calcio dependientes de voltaje en el espermatozoide 
humano. 
Debido al tamaño y forma de los espermatozoides es imposible el empleo de 

técnicas electrofisiológicas para estudiar a los CCDV [4]. Alternativamente, se han 

utilizado células espermatogénicas para detectar estos y otros canales, 

extrapolando los resultados al funcionamiento del espermatozoide maduro. Los 

únicos CCDV que se han detectado en células espermatogénicas de ratón son los 

canales LVA (tipo T) [26,27,34,35]. Debido a que el espermatozoide maduro 

carece de capacidad de sintetizar proteínas, se ha propuesto que este canal debe 

estar presente en las células maduras [36]. Además, el hecho de que la RA sea 

inhibida por bloqueadores de CCDV tipo T, ha llevado a la hipótesis de que este 

canal sirve como la vía de permeabilidad de calcio que debe abrirse durante la RA 

inducida por la ZP3 [26,27,28]. 

Por otra parte, en el espermatozoide maduro el uso de colorantes sensibles al 

potencial de membrana y detectores de fluorescencia para calcio han permitido 

estimar, aunque indirectamente, la presencia de CCDV.  En el espermatozoide 
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humano se ha encontrado que una despolarización con potasio, en presencia del 

ionóforo valinomicina,  produce incrementos transitorios en el calcio intracelular 

[37].  Este influjo de calcio dependiente de voltaje es insensible a los bloqueadores 

orgánicos de CCDV como son el verapamil y las dihidropiridinas, pero sensible a 

níquel [37]. Estos presuntos canales permanecen abiertos por 1.5 minutos en 

medio sin calcio y se estimulan notablemente por amonio, lo cual sugiere que la 

alcalinización del pH intracelular los estimula [37].  Toda esta evidencia sugiere 

fuertemente que el influjo de calcio dependiente de voltaje se debe a la activación 

de CCDV, aún cuando su clasificación no es fácil de hacer dado su insensibilidad 

a bloqueadores orgánicos y a su tiempo de apertura aparentemente largo [37]. En 

este sentido podrían clasificarse como CCDV tipo R (resistant) [18], o 

alternativamente, podría tratarse de un canal totalmente diferente e identificado 

con una forma peculiar de CCDV, en el espermatozoide, encontrado con técnicas 

de biología molecular denominado CatSper [38,39].  

Estudios recientes han demostrado que los CCDV del espermatozoide 

humano aumentan de manera notable su permeabilidad a calcio durante la 

capacitación [33]. También se estimula su apertura por la acción de la 

progesterona [33]. Esto ha llevado a la hipótesis de que la capacitación y la 

progesterona afectan al canal de tal manera que aumentan varias veces su 

probabilidad de apertura, así, al entrar en contacto con la zona pelúcida, 

específicamente la ZP3, el influjo de calcio que induce esta glicoproteína se vería 

enormemente potenciado, ya que se supone moviliza calcio activando CCDV 

[26,27,28]. Consecuentemente, se posibilitaría o aseguraría una rápida inducción 

de la RA. 

¿Cual es el mecanismo por el cual se estimulan los CCDV durante la 

capacitación y por acción de la progesterona? Como hipótesis tentativa se piensa 

que es la activación de tirosina cinasas.  Esta actividad está involucrada en la 

respuesta de calcio que produce la progesterona en el espermatozoide capacitado 

[30] y, por otra parte, está documentado que la fosforilación de tirosinas puede 

aumentar la probabilidad de apertura de varios tipos de CCDV en células 
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excitables [40]. Debido a esto, el planteamiento del presente trabajo versa 

alrededor del posible efecto de la fosforilación de tirosinas en los CCDV humanos. 

 

 

 

3. Hipótesis. 

- El incremento en la permeabilidad a calcio de los CCDV en los espermatozoides 

de humano se debe a una modificación en su funcionalidad por la fosforilación de 

tirosinas, que ocurre durante la capacitación. Consecuentemente, el inhibidor de la 

actividad de tirosina cinasas, genisteina, prevendrá la estimulación del influjo de 

calcio a través de los CCDV durante la capacitación. 

- La estimulación de los CCDV que se produce por acción de la progesterona, 

podría deberse a la fosforilación de tirosinas que dispara la hormona. Por lo 

consiguiente, la genisteina prevendrá la estimulación de los CCDV por 

progesterona. 

 
 
 

4. Objetivos. 

- Analizar la actividad de los canales de calcio dependientes de voltaje y su 

regulación por fosforilación de tirosinas utilizando detectores ópticos de potencial 

de membrana y calcio intracelular en espermatozoides humanos tanto capacitados 

como no capacitados.  

- Estudiar el efecto de la genisteina en el influjo de calcio inducido por 

despolarización de la membrana observando si el inhibidor revierte la estimulación 

que se observa durante la capacitación y por la acción de la progesterona sobre 

los CCDV. 
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5. Metodología 

5.1. Colecta y purificación de los espermatozoides. 

Se utilizó semen humano obtenido de un grupo de 16 donadores sanos (entre 18 y 

25 años de edad). Las características de selección fueron las utilizadas en el 

protocolo de la Organización Mundial de la Salud (OMS). Mediante 

espermatobioscopía se seleccionaron aquellas muestras con las siguientes 

características de normalidad: color de semen blanco grisáceo, tiempo de 

licuefacción de 20-60 minutos a temperatura ambiente, volumen de 2-5 ml, pH de 

7.2-7.8, movilidad y viabilidad ≥ al 60%, ausencia de aglutinación y concentración 

de leucocitos no mayor a 106/ml [41].  

 El semen se incubó a 37 ºC, 30 min para reducir su viscosidad y, 

subsecuentemente, los espermatozoides se separaron por gradientes isotónicos 

de densidad discontinuos de percoll de acuerdo a Suárez et al [42]. El semen se 

colocó sobre un gradiente formado por 1 ml de percoll al 75% y 1 ml de Percoll al 

50% (ambos amortiguados a pH 7.4 con HEPES 10 mM, NaCl 150 mM) y fue 

centrifugado a 300 X g, 20 min. La pastilla de espermatozoides (encontrada al 

fondo de la fase de Percoll al 75%) fue separada y lavada dos veces por 

centrifugación a 300 g, 10 min, en medio HSM-H (NaCl 117.5 mM, KCl 8.6 mM, 

CaCl2 2.5 mM, MgCl2 0.49 mM, NaH2PO4 0.3 mM, glucosa 2 mM, Na-piruvato 0.25 

mM, Na-lactato 25 mM, HEPES 25 mM, pH 7.5).  

 

5.2. Incorporación de fura-2 AM. 
Después de la última centrifugación, las células se resuspendieron en 1 ml de 

HSM-H y se cargaron con 3 µM de fura-2 AM (acetoximetil éster), para determinar 

la concentración de calcio intracelular, incubándolas durante 40 minutos a 37º C. 

Posteriormente, se separó la pastilla por centrifugación a 300 X g durante 5 

minutos para eliminar el excedente del colorante no incorporado, y finalmente la 

muestra se incubó entre 5 y 10 minutos (espermatozoides no capacitados) en 

medio H-HSM, o entre 4 y 6 horas (espermatozoides capacitados) en medio HSM. 

El medio HSM es el medio de capacitación y tiene la misma composición del 
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medio H-HSM excepto que  el HEPES 25 mM es sustituido por NaHCO3 25 mM y 

se agrega BSA 3mg/ml. Estos aditivos son esenciales para la capacitación [1]. La 

incubación en este medio se hizo a 37 oC bajo 5% CO2-95% aire y 100% 

humedad. Bajo estas condiciones el pH de el HSM se mantuvo entre 7.6-7.8. 

5.3. Sistema de detección simultanea de calcio intracelular y potencial de 
membrana. 

Para detectar el potencial de membrana y el calcio intracelular simultáneamente, 

se utilizó el colorante sensible a potencial de membrana, yoduro de 

diisopropiltiodicarbocianina (diSC3(5)), un compuesto catiónico fluorescente capaz 

de introducirse electroforéticamente a la célula siguiendo un potencial negativo 

formando agregados no fluorescentes en el interior, lo que hace su distribución, y 

su fluorescencia, dependiente del potencial de membrana (figura 2). El diSC3(5) 

tiene una excitación a 600 nm y una emisión a 670 nm, ofreciendo la ventaja de no 

interferir con la fluorescencia del fura-2. El diSC3(5) (500 nM) se agregó a la celda 

de fluorescencia 5 segundos después de depositar los espermatozoides en medio 

HSM-H adicionado con bicarbonato 5 mM, realizando inmediatamente después los 

registros simultáneos.  

El detector fura-2, cambia sus propiedades espectroscópicas al unirse al 

Ca2+ . Esto hace que al unir calcio aumente su fluorescencia (detectada a 488 nm) 

cuando se excita a 340 y la disminuya cuando se excita a 380 nm. En su forma de 

acetoximetil éster (fura-2 AM), permea al interior celular, donde la acción de 

esterasas lo hidrolizan a su forma de compuesto impermeable, fura-2, 

comportándose como un detector intracelular de calcio [43] (figura 3). 
 

La fluorescencia se midió con un espectrofluorómetro de Photon 

Technology International Inc (PTI). Este equipo está formado por una caja 

protegida de entradas de luz, a excepción de cuatro aperturas, dos para la 

excitación de la muestra y dos para colectar la fluorescencia emitida; en el centro 

tiene un portacelda con agitación magnética constante y temperatura regulable a 

través de un baño de incubación.  La emisión de señales fue amplificada y 

analizada por dos fotomultiplicadores (FMs) colocados uno frente al otro a 90º con 
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respecto a una fuente de excitación de Xenón. El fura-2 AM se excitó a 340 y 380 

nm con un monocromador automático del sistema PTI; el diSC3(5) se excitó con 

una fuente de luz adicional de haluro (tri-lite, WPI) con un filtro de 600 nm 

(Hansatech Instruments). Esta fuente adicional de luz se colocó frente a la fuente 

de luz de Xenón del sistema PTI. Para colectar ambas señales simultáneamente, 

un FM cuenta con un filtro de interferencia a 670 nm para detectar fluorescencia 

de diSC3(5) y el otro FM con un filtro de interferencia de 488 nm para detectar 

fura-2. Ambos registros de fluorescencia, esto es, la lectura de relación 340/380 

nm de fura-2 y la lectura única (600 nm) del diSC3(5), fueron detectadas 

simultáneamente a 90º con respecto de sus fuentes de luz. Los registros 

simultáneos se obtuvieron a una frecuencia de 0.85 Hz y los datos fueron 

colectados y digitalizados con la interfase computarizada del PTI (figura 4).  

 
 
 
5.4. Calibración en la detección simultánea de calcio intracelular con fura-2 y 
potencial de membrana con diSC3(5).  
Calibración de la señal del fura-2. Los registros de calcio se calibraron según 

Linares-Hernández, et al [37], con la ecuación:  

 

[Ca2+]i = Kd (R-Rmin)/(Rmax-R) (Ff380/Fb380) 

 

el valor de relación máxima (Rmax) de la razón 340/380 y el de fluorescencia 

unida a 380 nm de excitación (Fb380) se obtuvo a partir de la saturación del calcio 

intracelular por la adición de 1 µM del ionóforo de calcio ionomicina; la relación 

mínima (Rmin) y la fluorescencia libre, o en ausencia de calcio, a 380 nm de 

excitación (Ff380) se consiguieron después de  agregar, primero,  Tritón X100  al 

0.1% (v/v), y posteriormente EGTA 6 mM. La constante de disociación del 

fluoróforo (Kd = 224 nM) fue obtenida de  Grynkiewicz et al [43]. La adición de 

Tritón X100 fue necesaria para obtener una rápida Rmin, ya que, por razones que 

desconocemos, la disminución de calcio interno inducido solamente con EGTA 
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produce una disminución extremadamente lenta, aún cuando los valores de 

fluorescencia llegan a la misma Rmin (figura 5). 

 

Calibración de la señal de diSC3(5). La calibración de la fluorescencia de 

diSC3(5) se llevó a cabo en espermatozoides cargados con fura-2 AM, como se 

describe en González-Martínez [44], agregando 1.5 µM de valinomicina, un 

ionóforo de potasio que conduce el potencial de membrana a valores del equilibrio 

de potencial de Nernst para la distribución de potasio: 

 

EK = -61.54 mV log [K]in/[K]ext 

 

tomando en cuenta  que la concentración de potasio intracelular ([K]in) en 

espermatozoide humano es de 120 mM [37] a una temperatura de 36º C, el valor 

de equilibrio de potencial de Nernst para la distribución de potasio (EK) estimada 

en poblaciones de espermatozoide humano en HSM-H ([K]ext = 8.6 mM) es de –71 

mV. Un minuto después de agregar valinomicina, se indujo una despolarización 

gradual a -43, -30, y –15 mV cada 30 segundos con adiciones consecutivas de 15, 

15 y 30 mM KCl, estas despolarizaciones al mismo tiempo incrementaron la 

fluorescencia de diSC3(5). 

 Existe  una relación linear entre el cambio fraccional de fluorescencia de 

diSC3(5) (f = F- Fo/Fo, donde Fo es el valor obtenido de fluorescencia después de la 

adición de valinomicina y F es el valor real de fluorescencia) y el potencial de 

membrana [45] con una pendiente que en el espermatozoide se encuentra entre 

0.018 y 0.025 (cambio fraccional de fluorescencia por milivolt). Tomando en 

cuanta los parámetros de calibración, los valores reales de fluorescencia se 

transformaron a valores de potencial de membrana (Vm) de acuerdo a la siguiente 

ecuación: 

Vm = F/mFo – 1/m –b/m 
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donde m y b son los parámetros de la curva linear de calibración (la pendiente y el 

valor fraccional del cambio de fluorescencia en el eje “y” a 0 mV, 

respectivamente). Se hizo una curva de calibración para cada trazo usando el 

método descrito anteriormente con un valor máximo de calibración de –15 mV.  

 Es importante hacer notar  que el potencial mitocondrial no contribuye a la 

señal de diSC3(5) en el espermatozoide humano [46], lo cual es consistente con el 

ínfimo papel de este organelo en sustentar la motilidad en el espermatozoide 

humano [47,48], así, la medición simultánea  de calcio intracelular y potencial de 

membrana se llevó a cabo en ausencia  de inhibidores o desacopladores 

mitocondriales. 

 19 
 



 

6. Resultados y Discusión. 

6.1. Efecto de la genisteina en los CCDV de los espermatozoides 
capacitados. 
La figura 6 muestra un registro simultáneo de potencial de membrana y calcio 

intracelular en el que se evalúa el influjo de calcio dependiente de el voltaje en 

espermatozoides no capacitados. En la figura se incluyen los trazos de 

fluorescencia de fura excitando a 340 y 380 nm.  La adición de valinomicina 

produjo un notable apagamiento de la fluorescencia de el diSC3(5), indicando 

hiperpolarización, que de acuerdo a la ecuación de Nernst es de alrededor de –71 

mV. La fluorescencia del fura-2, excitada a 340 y 380 nm mostró un ligero 

aumento en la primera longitud de onda y una ligera disminución en la segunda, 

indicando, como se ve en el trazo calibrado de calcio, que la valinomicina produjo 

un ligero aumento en el calcio intracelular. La adición de 60 mM de KCl, que lleva 

el potencial de membrana a –15 mV,  consistentemente produjo un rápido 

aumento en la fluorescencia del diSC3(5) y concomitantemente, el registro de 

calcio intracelular mostró un rápido aumento seguido de una recuperación a 

valores cercanos al reposo. Nuevamente, la fluorescencia a 340 nm subió y la de 

380 nm bajó, corroborando de manera clara que la señal es efectivamente de 

calcio y que se dispara por despolarización con potasio.  

La apertura de los CCDV se examinó en células no capacitadas y en 

células capacitadas (figura 7). De acuerdo a lo esperado, en células capacitadas 

se ve claramente que la despolarización de –71 a –15 mV induce una aumento en 

el calcio intracelular mucho mayor que en el espermatozoide no capacitado. Cabe 

hacer notar que en el trazo simultáneo de potencial de membrana se muestra que, 

tanto en el espermatozoide capacitado como en el no capacitado, la 

despolarización que induce el potasio sobre el potencial de membrana, en 

presencia de valinomicina, es prácticamente el mismo. Con esto se descarta que 

el notable aumento en el influjo de calcio dependiente de voltaje se deba a 

diferentes sensibilidades al potasio en una u otra célula y que, efectivamente, 

existe un aumento en la probabilidad de apertura de los CCDV del espermatozoide 

humano. Asimismo, se observó que el valor del calcio intracelular en reposo se 
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incrementó ∼100 nM, lo cual es característico de los espermatozoides capacitados 

[19,20,21].  

 Con el objeto de explorar si la actividad de fosforilación de tirosinas 

participa en la estimulación de los CCDV, estudiamos el efecto de la genisteina 

(que es un inhibidor de la actividad de tirosina cinasas) en el influjo de calcio 

dependiente de voltaje estimulado por capacitación (figura 8).  La adición de 60 

µM de genisteina, que es una concentración que se ha probado inhibe la 

fosforilación de tirosinas en el espermatozoide humano, produjo un rápido 

apagamiento inespecífico en la fluorescencia excitada a 340 y 380 nm.  Este 

apagamiento afectó los valores de la razón 340/380 nm de manera diferente y por 

tanto el valor calibrado presentó una caída abrupta, no atribuible a una señal de 

calcio. Estimamos que la obtención de Rmax y Rmin en estas condiciones podría 

dar valores confiables de calcio (sin embargo véase más adelante), ya que pareció 

que el registro podía “absorber” el error producido por el apagamiento inespecífico. 

Hecha esta reflexión, podemos observar que, después del rápido apagamiento 

inespecífico, la genisteina produjo una pequeña y lenta, pero genuina disminución 

en el calcio intracelular, como se puede apreciar en el hecho que la fluorescencia 

excitada a 340 nm desciende y la de 380 nm aumenta, probablemente debido a la 

estimulación (Ca2+-ATPasas membranales) o inhibición (canales de calcio que 

establecen la concentración intracelular de reposo) de los mecanismos 

dependientes de la actividad de tirosina cinasas [49]. Posterior a la adición de 

valinomicina y potasio se puede ver una notable inhibición sobre el influjo de calcio 

dependiente de voltaje.  En principio, esta observación apoyaba la hipótesis de 

que el influjo de calcio dependiente de voltaje se estimularía por fosforilación de 

tirosinas, proceso que se lleva a cabo durante la capacitación [14,17].  

Siguiendo este protocolo, decidimos explorar el efecto de diferentes 

concentraciones de genisteina, incluyendo concentraciones menores de 60 µM 

para disminuir el apagamiento inespecífico,  en el influjo de calcio dependiente de 

voltaje en el espermatozoide capacitado en los trazos de la lectura ratiométrica 

(razón 340/380 nm). La figura 9 muestra que a mayor adición de genisteina mayor 

es el efecto inhibitorio sobre los CCDV del espermatozoide, con valores de 
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saturación entre 40 y 60 µM. A estos dos valores se produce un descenso 

saturante en el calcio intracelular de reposo y una inhibición de los CCDV en los 

espermatozoides capacitados, que llegan a alcanzar valores cercanos al 

espermatozoide no capacitado.  Si bien estos resultados parecían claros, aún 

cuando la genisteina indujera una genuina disminución en el calcio intracelular, 

quedaba la posibilidad de que los valores fueran sesgados dado el apagamiento 

inespecífico del fura-2. En este sentido, la posibilidad de que la genisteina 

generara sesgo en las medidas nos puso en la necesidad de calibrar la señal en 

cada trazo y de manera rápida.  

Las calibraciones de los valores de fura-2 (al final de los trazos) en los 

experimentos hasta ahora expuestos, tomaron en cuenta valores promedio de 

Rmax y Rmin, obtenidos de varios experimentos control, es decir, hechos sin 

aditivos como la genisteina. El uso de estos valores promedio facilitaban las 

lecturas ya que, por razones que aún desconocemos, la obtención del valor de 

Rmin, después de la adición de ionomicina, es tan lenta que lleva alrededor de 20 

minutos llegar a valores cercanos a 0.8 (valor promedio de Rmin). Esto dificultaba 

la calibración individual para cada trazo, que debía hacerse al final de cada 

experimento.  Para resolver este problema decidimos añadir Tritón X100 junto con 

el EGTA y alcanzamos rápidamente un valor de Rmin cercano a los valores 

promedio obtenidos en ausencia del detergente pero después de 20 minutos (ver 

figura 5 Metodología). Esto posibilitó calibrar, en 3-4 minutos, las señales al final 

de cada experimento. 

La figura 10 muestra el efecto de la genisteina sobre los CCDV en el 

espermatozoide humano cuando se calibra la señal para cada trazo. Observamos 

que a pesar de que en el registro de calcio intracelular no se presentaba una 

disminución inespecífica, el valor de Rmax disminuía notablemente (de valores 

entre 6 y 7 a valores entre 5 y 6) en función de la concentración de genisteina 

añadida, y esto hacía que, basándose en las calibraciones individuales, los 

registros no presentaran diferencias en el influjo de calcio dependiente de voltaje 

entre el control y las células tratadas con genisteina.  Este resultado indicaba, 
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contrario a la conclusión escrita arriba, que los CCDV de los espermatozoides 

humanos no eran afectados por la fosforilación de tirosinas.   

Esto nos planteó dudas respecto a la confiabilidad de los resultados, ya 

que, si bien la calibración individual era más confiable, no podíamos saber si otras 

propiedades del fura-2 estarían afectadas en presencia de la genisteina, como la 

Kd, o incluso el  grado de inclinación de la curva de unión con respecto a la 

concentración de calcio.  

En este sentido decidimos cambiar los procedimientos para estudiar el 

efecto de la genisteina. Este cambio consistió, fundamentalmente, en incubar las 

células con la genisteina en el medio de capacitación y llevar a cabo la medición 

de fura-2 en medio sin genisteina. Por otra parte, decidimos despolarizar a –30 mV 

en lugar de a –15 mV con el fin de reducir el influjo de calcio dependiente de 

voltaje. Esto se hizo para evitar que los valores del pico de calcio intracelular 

inducido por despolarización llegaran a valores de saturación de fura-2, como 

frecuentemente sucedía al inducir despolarización a –15 mV, máxime que la 

genisteina podría disminuir los valores de Rmax. 

La figura 11A muestra el efecto de incubar los espermatozoides en medio 

de capacitación por 4 horas con diferentes concentraciones de genisteina . Los 

espermatozoides fueron centrifugados y lavados del medio de capacitación con la 

genisteina, mientras la pastilla de células se añadió a la celda de cuarzo para 

medir fluorescencia con medio H-HSM sin genisteina. En estos casos los valores 

de Rmax fueron cercanos, todos, al valor del experimento control, indicando que la 

genisteina fue efectivamente removida de los espermatozoides.  Asimismo, 

encontramos que los valores de calcio intracelular en reposo no se afectaron por 

la incubación de genisteina en el medio de capacitación. Esto indicó que la 

disminución del calcio intracelular inducido por la genisteina (figura 8) fue 

reversible. Se observó que la genisteina (en el intervalo de 30 a 120 µM)  no 

provocó ningún efecto en el influjo de calcio dependiente de voltaje.  En el trazo 

también se muestra el influjo de calcio dependiente de voltaje, notablemente 

menor, del espermatozoide no capacitado. Considerablemente, no hubo efecto 
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estadísticamente significativo (ANOVA; p= 0.95; n= 5) ni a concentraciones tan 

altas como 200 µM de genisteina (figura 11B). 

 
6.2 Efecto de la genisteina en los CDDV estimulados por la progesterona. 
Si bien, los resultados descritos arriba implicaban que la genisteina no presentaba 

ningún efecto en los CCDV, quedaba la duda de si la remoción de genisteina del 

medio producía un regreso al estado natural de las células, es decir, que sus 

presuntos efectos de inhibición sobre la fosforilación de tirosinas fueran revertidos 

durante el registro. Teniendo esto en mente se midió el efecto de la genisteina 

presente durante la incubación de los espermatozoides humanos en medio de 

capacitación sobre el influjo de calcio inducido por progesterona, y la estimulación 

en la subsecuente inducción del influjo de calcio dependiente de voltaje.  

 La figura 12A muestra el efecto de diferentes concentraciones de genisteina 

(30, 60 y 120 µM), presentes en el medio de capacitación durante la incubación 

por 4 horas, sobre el influjo de calcio inducido por progesterona (4 µM). Las 

células fueron centrifugadas (como se describió anteriormente) y el registro de 

fluorescencia se hizo  en medio H-HSM sin genisteina. En los controles 

observamos de manera consistente que la progesterona indujo un aumento en el 

influjo de calcio en espermatozoides capacitados comparado con espermatozoides 

no capacitados. Como habíamos anticipado, la genisteina produjo una notable 

disminución en el pico de calcio inducido por progesterona en espermatozoide 

capacitado (sin llegar a valores de espermatozoide no capacitado). El efecto de la 

genisteina saturó en 30 µM, lo cual es consistente con el hecho de que a estas 

concentraciones de genisteina se inhibe la fosforilación de tirosinas que se genera 

durante la capacitación [50] y con los resultados presentados por otros autores en 

los que se evidencia la vía de permeabilidad “dependiente de fosforilación de 

tirosinas” que genera la progesterona en su mecanismo de transducción 

[14,17,30]. Además, este resultado  apoyó  la  hipótesis de que la  genisteina, 

efectivamente, produce un efecto inhibitorio de la capacitación, medida por la 

disminución del pico de calcio inducido por progesterona.  
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El influjo de calcio dependiente de voltaje posterior a la estimulación por 

progesterona fue poco afectado por la genisteina, e incluso, a altas 

concentraciones del inhibidor, produjo  un ligero aumento en la permeabilidad de 

los CCDV. Es necesario mencionar que la progesterona estimula 

significativamente el influjo de calcio dependiente de voltaje y que la ligera 

estimulación a 120 y 200 µM de genisteina, de acuerdo al presente resultado, 

(figura 12B) no se debe a la fosforilación de tirosinas que induce la progesterona. 

Además tampoco hubo diferencia estadísticamente significativa (ANOVA; p= 0.70; 

n= 5) en ninguna de las concentraciones utilizadas de genisteina (10, 30, 60, 120 y 

200 µM). 

También se investigó el efecto del tiempo de incubación de la genisteina 

sobre los influjos de calcio. La figura 13 muestra que basta una hora de incubación 

con la genisteina 60 µM para producir efectos inhibitorio en el influjo de calcio 

inducido por progesterona, sin afectar el influjo de calcio dependiente de el voltaje.  

Estos resultados sugieren que los CCDV no son modulados por la fosforilación de 

tirosinas que dispara la progesterona. 
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7. CONCLUSIONES. 
 

1. La genisteina presente en el medio de capacitación, inhibe el influjo de calcio 

inducido por progesterona en el espermatozoide capacitado. 

2.- La genisteina presente en el medio de capacitación y a concentraciones que 

bloquean parcialmente el influjo de calcio inducido por progesterona, no afectan 

los canales de calcio dependientes de voltaje estimulados por capacitación, pero 

sí inhibe la estimulación por progesterona. 

3.- La genisteina produce un ligero, pero reversible, descenso en el calcio 

intracelular de reposo. Este resultado se puede interpretar como una estimulación 

de las Ca2+-ATPasas membranales o por una inhibición de los canales de calcio 

encargados de establecer la concentración intracelular de reposo de éste ión, 

ambos mecanismos dependientes de fosforilación de tirosinas. 

4.- La presencia de genisteina durante los registros de calcio, aún cuando no 

cause variaciones en la relación 340/380 nm debido a la compensación del 

apagamiento inespecífico de fluorescencia, provoca distorsiones en el sistema de 

detección óptica, dando valores menores a los obtenidos en trazos realizados sin 

genisteina. 

El influjo de calcio inducido por progesterona es afectado cuando se inhibe 

la actividad de fosforilación de tirosinas en el espermatozoide humano. Sin 

embargo, los CCDV no modulan su permeabilidad durante la capacitación a través 

de la actividad de tirosina cinasas como en el caso de la progesterona. Esto 

confirma el hecho de que estas dos vías de permeabilidad son diferentes. 

 Aun cuando la actividad de fosforilación de tirosinas no modula el aumento 

en la permeabilidad de los CCDV en el espermatozoide humano, existen otros 

mecanismos que deben ser explorados y que no son excluyentes entre sí: a) 

Alcalinización del pH intracelular.  Durante la capacitación, el pH intracelular se 

alcaliniza alrededor de 0.14 unidades. Se ha visto que el amonio, que pude 

alcalinizar el pH intracelular, estimula los CCDV. b) El aumento en la actividad de 

AMPc durante la capacitación. Se ha observado que los CCDV de espermatozoide 

de ratón, que requieren de alcalinización extracelular para abrirse, se estimulan 
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por la presencia de AMPc, con la consiguiente estimulación en la actividad de la 

proteína cinasa A (PKA). c) La generación de segundos mensajeros lipídicos (por 

activación de fosfolipasas) como el inositol trifosfato y el diacilglicerol, los cuales 

promueven el aumento de calcio intracelular en células somáticas y estimulación 

de la proteina cinasa C (PKC). 
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Figura 1. Estructura de un espermatozoide maduro. Figura tomada de Solomon et al [51]. 
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Figura 2. Estructura y mecanismo sensor de voltaje transmembranal de la 
diisopropiltiodicarbocianina (diSC3(5)). En la parte superior de la figura se explica la propiedad de 
movilización del diSC3(5). En la gráfica inferior izquierda se muestra cómo la adición de células, 
con potenciales de membrana diferentes, produce un apagamiento en la fluorescencia debido a la 
captación electroforética del colorante. El cambio porcentual de la fluorescencia es una función 
lineal de el potencial de membrana. La gráfica inferior derecha se representa la relación lineal entre 
el apagamiento de fluorescencia y el potencial de membrana. Figura tomada de Guzmán [52]. 
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Figura 3. Estructura de el fura-2 AM y el fura-2 activado. Representación de el proceso de unión 
calcio-fura. Figura tomada de Guzmán [52]. 
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Figura 4. Esquema de el sistema de detección simultánea de calcio y potencial de membrana 
utilizado en el presente trabajo. Figura tomada de Guzmán [52] 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

  

 32 
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura 5. Registro de calibración con fura-2. Los registros de la razón 340/380 nm se calibran Figura 5. Registro de calibración con fura-2. Los registros de la razón 340/380 nm se calibran 

agregando ionomicina 2 µM para obtener el valor de Rmax, y posteriormente EGTA 6mM con o sin 

Tritón X100 al 0.1% (v/v) opara obtener el valor de Rmin.  
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Figura 6. Detección simultánea de la razón 340/380 nm, calcio intracelular y potencial de 
membrana en espermatozoides no capacitados. Las flechas representan el momento de la adición 
de valinomicina (val) y KCl 60 mM.  
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Figura 7. Detección simultanea de calcio intracelular y potencial de membrana en espermatozoides 
no capacitados (t0) y capacitados (t4). Las flechas representan el momento de la adición de 
valinomicina (val) y KCl 60 mM.  
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Figura 8. Efecto de la genisteina (60µM) sobre el influjo de calcio dependiente de voltaje inducido 
por KCl en espermatozoides capacitados. En la parte superior de la figura se observa un 
apagamiento inespecífico en las lecturas de 340 y 380 nm al agregar genisteina. En el registro de 
calcio intracelular  se aprecia una inhibición en el influjo de calcio dependiente de voltaje por el uso 
de genisteina (g60) en comparación con el control (t4).  
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Figura 9. Detección de calcio intracelular en la inducción de influjo de calcio dependiente de Figura 9. Detección de calcio intracelular en la inducción de influjo de calcio dependiente de voltaje 
en espermatozoides no capacitados (t0), capacitados (t4) y el efecto de diferentes concentraciones 
de genisteina 10 (g10), 20 (g20), 40 (g40) y 60 µM (g60) en la lectura de la razón 340/380 nm señal 
de fura-2.  
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Figura 10. Efecto de la genisteina sobre los CCDV en registros calibrados individualmente. 
Detección de calcio intracelular en la inducción de influjo de calcio dependiente de voltaje en 
espermatozoides no capacitados (t0) y capacitados (t4) y el efecto de diferentes concentraciones 
de genisteina (10, 20, 40 y 60 µM) en la  señal calibrada individualmente para cada trazo 
obteniendo la concentración de calcio intracelular como se describe en Metodología. 
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Figura 11. Efecto de la genisteina en el influjo de calcio dependiente de voltaje. Registro de calcio 
intracelular en espermatozoides no capacitados (t0) y capacitados (t4). (A) Los espermatozoides 
capacitados fueron tratados con genisteina a 10, 30, 60, 120 y 200 µM durante la incubación en 
HSM, posteriormente se llevaron a cabo los registros con influjo de calcio dependiente de voltaje. 
(B) Diferencias entre los picos de calcio intracelular inducido por despolarización en 
espermatozoide no capacitado (t0) y capacitado (t4) con (g10, g30, g60, g120 y g200) y sin 
genisteina. De acuerdo al análisis de varianzas (ANOVA), no hay diferencia significativa entre las 
medias de cada tratamiento en el espermatozoide capacitado (p= 0.95; n= 5).    
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Figura 12. Efecto de la genisteina sobre los CCDV estimulados por progesterona. Registro de 
calcio intracelular en espermatozoides no capacitados (t0) y capacitados (t4). (A) Los 
espermatozoides capacitados fueron tratados con genisteina a 10, 30, 60, 120 y 200 µM durante la 
incubación en HSM, posteriormente se llevaron a cabo los registros con influjo de calcio inducidos 
por progesterona (P) y dependiente de voltaje (KCl). (B) Diferencias entre los picos de calcio 
intracelular inducido por despolarización en espermatozoide no capacitado (t0) y capacitado (t4) 
con (g10, g30, g60, g120, g200) y sin genisteina. De acuerdo al análisis de varianzas (ANOVA), no 
hay diferencia significativa entre las medias de cada tratamiento en el espermatozoide capacitado 
(p= 0.70; n= 5).       
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Figura 13. Efecto de 60 µM de genisteina en CCDV a diferentes tiempos de incubación. (A) 
Registros de calcio intracelular en espermatozoides no capacitados sin genisteina (t0), capacitados 
sin genisteina (t4), con una (gt1), dos (gt2), y tres horas de incubación con genisteina (gt3), 
además de la  adición de genisteina durante el registro (gt4) sobre el influjo de calcio inducido por 
progesterona (P) y el dependiente de voltaje del espermatozoide humano capacitado. (B) Registros 
por separado del efecto de la genisteina a diferentes tiempos de incubación sobre los CCDV. 
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