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RESUMEN 
 

La movilidad es necesaria para que el espermatozoide pueda alcanzar y fecundar al 

óvulo. En los mamíferos, los espermatozoides eyaculados son móviles, pero no son 

capaces de unirse y fecundar al óvulo; para esto el espermatozoide de mamíferos debe 

experimentar procesos fisiológicos como la hiperactivación de la movilidad, la 

capacitación y la reacción acrosomal. En estos procesos se producen cambios que 

involucran la modulación de los mecanismos de entrada de Ca2+ al interior del 

espermatozoide. (González-Martínez, 2003).  

Se ha reportado que el espermatozoide de humano experimenta una despolarización del 

potencial de membrana que es acompañada por un incremento en la concentración de 

sodio intracelular ([Na+] i) y un decremento de la concentración de calcio intracelular 

([Ca2+] i) causados por remoción de Ca2+ del medio. El aumento de Na+ lleva a la posible 

activación de la ATPasa Na+/K+, que produce una hiperpolarización sensitiva a 

ouabaina cuando el Ca2+ es restaurado.  

En el presente trabajo se estudió el efecto del influjo de Na+ y la despolarización del 

potencial de membrana, ambos provocados por la remoción del Ca2+, en la movilidad 

del espermatozoide humano mediante el uso del sistema CASA, que permite la 

cuantificación de los niveles de movilidad espermática. 

Los resultados muestran que la remoción de Ca2+ del medio reduce la movilidad 

espermática en pocos minutos, un efecto que es reversible, y que esta relacionado al 

incremento de la [Na+] i. En medio bajo en Na+ o adicionado con MgCl2 se inhibe la 

despolarización y el incremento de la [Na+] i, además la movilidad es preservada, 

indicando que su decremento esta relacionado a la carga de Na+ o a la despolarización. 

Por otra parte cuando el potencial de membrana fue fijado con valinomicina, la 

remoción de Ca2+ provocó un decremento de la movilidad espermática indicando que 

esta disminución está relacionado al incremento de Na+ y no a la despolarización del 

potencial de membrana.  

Por último, el mibefradil, un bloqueador de canales de Ca2+ dependientes de voltaje, es 

capaz de preservar también la movilidad espermática.  

Probablemente el incremento en la [Na+] i inducido por remoción de Ca2+ del medio 

estimula la función de la ATPasa Na+/K+ disminuyendo los niveles de ATP, lo cual 

puede contribuir a la pérdida de la movilidad.  
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INTRODUCCIÓN 

 

El espermatozoide y el óvulo tienen que interaccionar para que ocurra la fecundación, 

quizá el evento biológico más importante en las especies con reproducción sexual.  

En los mamíferos, los espermatozoides eyaculados son móviles, pero todavía no 

cuentan con la capacidad para unirse y fecundar al gameto femenino. Para poder 

fecundar el óvulo el espermatozoide de mamíferos debe experimentar procesos 

fisiológicos como la capacitación, hiperactivación de movilidad, y reacción acrosomal 

(Alberts, 2004). En estos procesos suceden cambios que involucran la modulación de 

los mecanismos de entrada de Ca2+. (González-Martínez, 2003). El Ca2+ extracelular 

juega un papel importante en la movilidad, ya que es requerido para la iniciación y 

mantenimiento de la movilidad hiperactivada (Suarez y cols., 1993). 

El espermatozoide de mamíferos presenta dos formas generales de movilidad: la 

activada y la hiperactivada. En la mayoría de las especies, los espermatozoides maduros 

se mantienen inmóviles dentro del epidídimo hasta que son liberados durante la 

eyaculación con lo cual comienzan rápidamente a nadar, este proceso es conocido como 

activación de la movilidad.  

Registros hechos mediante patch clamp en el espermatozoide de ratón en gotas 

citoplasmática muestran que el flagelo del espermatozoide contiene un canal selectivo 

de Ca2+ dependiente de voltaje y activado por alcalinidad llamado CatSper (Cation 

Sperm Channel).  

Espermatozoides que pierden este canal o presenta defectos en los heterotetrameros que 

lo conforman son incapaces de presentar movilidad hiperactivada bajo condiciones de 

capacitación, por lo cual los machos son infértiles.  

Se ha visto que en ausencia de Ca2+ externo, este canal conduce Na+ en una manera 

independiente del voltaje (Kirichok y cols., 2006).  

En el laboratorio de Biomembranas de la Facultad de Medicina de la UNAM, se ha 

observado que la remoción de Ca2+ del medio extracelular causa una disminución de la 

[Ca2+] i, provoca una despolarización del potencial de membrana que es dependiente de 

Na+ (González-Martínez, 2003) y un incremento en la [Na+] i (Torres-Flores y cols., 

2008). 

Probablemente la despolarización y el incremento en la [Na+] i, ambos inducidos por 

remoción de Ca2+ externo, pueden deberse a la apertura del CatSper en medio sin Ca2+. 
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Consecuentemente, el CatSper puede contribuir a el establecimiento de la [Ca2+] i en 

reposo (Torres-Flores y cols., 2008). 

En esta tesis se explora el papel que puede tener la despolarización de membrana y el 

incremento en la [Na+] i sobre la movilidad en espermatozoides humanos en medio sin 

Ca2+.  
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1.-MARCO TEÓRICO 

 

1.1.-ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE 

 

El espermatozoide es el producto final de la gametogénesis masculina. Se trata de una 

célula con un núcleo haploide. Morfológicamente puede ser dividido en dos 

componentes principales: la cabeza y el flagelo o cola. La cabeza de los 

espermatozoides de mamífero presenta importantes variaciones en la forma entre las 

diferentes especies. Por ejemplo, es ovoide y discoidal en conejo, toro y cerdo; 

falciforme en ratón, rata y hámster, y algo aplastada y elipsoide en el hombre. En el 

espermatozoide humano la cabeza tiene una longitud de 5-6 µm y su ancho va de 2.5-

3.5 µm (Álvarez, 2003). 

En la cabeza se distingue: el núcleo, el acrosoma, una pequeña cantidad de estructuras 

citoesqueléticas y un reducido citoplasma (Figura 1).  

El acrosoma es una vesícula, membranosa y aplanada que cubre la parte superior del 

núcleo (30-70% en humanos), variando considerablemente su tamaño y forma entre las 

distintas especies, es derivada del aparato de Golgi y contiene enzimas como la acrosina 

que digieren proteínas y glúcidos complejos. Las enzimas almacenadas en el acrosoma 

son utilizadas para degradar y atravesar la cubierta externa del gameto femenino 

(Álvarez, 2003). 

El flagelo del espermatozoide de mamífero esta constituido por cuatro regiones 

distintas: el cuello o pieza conectiva, la pieza intermedia, el segmento principal y el 

terminal. La longitud total del flagelo en humanos es de 55-60 µm y un diámetro de 1 

µm en la pieza intermedia. Los principales componentes en el flagelo son el axonema, 

el complejo mitocondrial, la vaina fibrosa y las fibras densas externas.  

La cabeza del espermatozoide se conecta con el flagelo a través de una estrecha franja 

conocida como cuello. Las partes principales del cuello son el capítulo, columnas 

estriadas, placa basal y anillo posterior. Estas estructuras están alineadas con el 

centriolo, estructura de la que se originan las fibras y microtúbulos de la cola,y que sirve 

como centro organizador en la formación del axonema y columnas estriadas. 

El centro del axonema consiste en dos microtúbulos centrales rodeados por una hilera 

de nueve dobletes de microtúbulos. En realidad sólo un microtúbulo de cada doblete 
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esta completo, el otro tiene forma de C. Estos protofilamentos están formados por 

dímeros de las proteínas α y β-tubulina( Álvarez, 2003; Alberts  y cols. 2004).  

Aunque la tubulina es la base de la estructura del flagelo, otras proteínas también son 

críticas para la función flagelar. La fuerza del impulso del espermatozoide es  

proporcionado por la dineína, una proteína adherida a los microtúbulos. La dineína 

hidroliza moléculas de ATP y convierte la energía química liberada en energía mecánica 

que impulsa al espermatozoide. Esta energía permite el deslizamiento del doblete 

externo de microtúbulos, haciendo que el flagelo se doble. 

Otra proteína flagelar de importancia parece ser la histona H1 que estabiliza a los  

microtúbulos del flagelo de tal modo que no lleguen a desensamblarse.  

La organización “9 + 2”de los microtúbulos con brazos de dineína ha sido conservada 

en los axonemas a través de todos los eucariontes, lo que sugiere que esta organización 

es sumamente efectiva en la transmisión de energía para el movimiento (Alberts  y cols. 

2004; Gilbert, 2006.) 

Tras el cuello, el flagelo presenta una región llamada pieza intermedia, que contiene, 

bajo la membrana plasmática, mitocondrias dispuestas helicoidalmente que envuelven el 

axonema, y que son las responsables de producir el ATP necesario para agitar el flagelo 

e impulsar al espermatozoide. 

Otras estructuras presentes en el flagelo son las llamadas fibras densas externas, que en 

número de nueve rodean el complejo del axonema a lo largo de la pieza intermedia y 

parte del segmento principal. En la pieza principal sólo recorren el flagelo 7 fibras 

densas, que confieren propiedades elásticas que facilitan la propagación del movimiento 

ondulatorio a través del flagelo y además fortalecen la cola del espermatozoide 

(Álvarez, 2003). 

La estructura del citoesqueleto, característica de espermatozoides de mamífero, consiste 

en un cilindro hueco formado por dos columnas longitudinales unidas por anillos 

circulares. Las columnas se sitúan en la región en la que dos de las fibras densas no 

están presentes, recorriendo toda la pieza principal. Los anillos de la vaina están 

compuestos por filamentos orientados circularmente que presentan un fuerte 

empaquetamiento. El grosor de estos anillos disminuye conforme se aproximan al 

extremo de la cola, terminando abruptamente en la parte final del segmento principal. 

La vaina fibrosa parece estar implicada en la modulación del plano de batido del  

flagelo espermático. Finalmente, el segmento terminal presenta una ausencia total de 

estructuras excepto los túbulos del axonema.  
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La membrana plasmática del espermatozoide está subdividida en regiones 

perfectamente definidas que difieren en composición y función. La membrana del 

espermatozoide contiene altas concentraciones de fosfolípidos unidos a ácidos grasos 

insaturados de cadena larga, también contiene importantes concentraciones de 

colesterol, molécula que juega un papel clave en la modulación de la fluidez de la 

membrana. Los ácidos grasos libres y glicolípidos son poco abundantes. Los principales 

dominios de la membrana plasmática en la cabeza de la mayoría de los espermatozoides 

de mamíferos son la región acrosomal (parte anterior de la cabeza) y región 

postacrosomal (parte posterior de la cabeza y pieza conectiva). A su vez, la región 

acrosomal se subdivide en segmento marginal (cubre el extremo anterior de la cabeza), 

segmento principal (cubre la mayor parte del acrosoma), y segmento ecuatorial (cubre la 

parte posterior del acrosoma). Los segmentos marginal y principal juntos suelen 

referirse como “capuchón” acrosomal. En la membrana plasmática del flagelo se puede 

diferenciar un dominio que cubre la envoltura mitocondrial y otro que se extiende desde 

la pieza intermedia hasta el extremo de la cola. Estos dominios están separados por el 

annulus, complejo fibroso (parte del citoesqueleto), que parece estar adherido a la 

superficie interna de la membrana plasmática (Álvarez, 2003; Gilbert, 2006). 

 

Figura 1. Estructura del espermatozoide (Tomado de Curtis, 2002). 
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1.2.-MADURACIÓN ESPERMÁTICA 

 

La maduración espermática puede ser definida como el desarrollo de la habilidad del 

espermatozoide para poder fecundar al ovocito, la cual inicia en el epidídimo y termina 

en el tracto reproductor femenino (Cooper, 2007; Sullivan y cols., 2007). 

 

1.2.1.-MADURACIÓN EN EL EPIDIDÍMO 

 

Cuando el espermatozoide es eyaculado, aun no cuenta con la capacidad para poder 

fecundar al ovocito; para adquirir una competencia funcional, los espermatozoides 

deben experimentar un periodo de maduración pos-testicular en el epidídimo (Baker. y 

cols., 2003). Durante su paso y su almacenamiento en el epidídimo, los espermatozoides  

experimentan una secuencia de cambios morfológicos y bioquímicos, además de 

cambios en sus características cinemáticas. (Cooper,.1986). 

El epidídimo es un tubo espiralizado (5-6 m. de longitud, en el caso del hombre) que 

forma parte del sistema de conductos extratesticulares del sistema reproductor 

masculino; se encuentra empaquetado en un saco de tejido conectivo, que es una 

extensión de la túnica albugínea; ubicado entre el conducto eferente y el conducto 

deferente; este último se comunica a la vez con la uretra, la cual desemboca en el 

exterior del cuerpo (Gartner y Hiatt, 2002; Hernández, 2008). 

El epidídimo puede ser dividido en tres regiones: la cabeza, el cuerpo y la cauda o cola. 

En cada región se realizan distintas funciones, en la cabeza y en el cuerpo, se producen 

los eventos de maduración temprana y tardía, respectivamente, mientras que la cauda es 

principalmente un sitio de almacenamiento para los espermatozoides funcionalmente 

maduros. Se ha demostrado mediante estudios de perfil de genes, que en el epidídimo 

de humano existe una determinada expresión de RNAm y proteínas específica de cada 

región. (Cornwall., 2009). 

Una de las funciones principales del epidídimo es la secreción de proteínas 

denominadas factores estabilizantes del acrosoma o factores descapacitantes, cuya 

función es evitar que se dé la reacción acrosomal (RA) en el tracto reproductor 

masculino (Jones. 1998). 

El cambio en la morfología de los espermatozoides que ha mostrado ser más constante 

en las diferentes especies de mamíferos, es la migración de la gota citoplasmática desde 
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una posición proximal hasta una posición distal en la pieza intermedia, y su posterior 

desprendimiento del flagelo. Otros cambios morfológicos, que se han descrito son 

cambios en el tamaño, la forma y estructura interna del acrosoma de los 

espermatozoides durante su tránsito a través del tracto genital masculino.  

Entre los cambios bioquímicos que ocurren se encuentran modificaciones en la 

composición lipídica de los espermatozoides y especialmente de sus membranas las 

cuales varían durante su paso a través del epidídimo: la cantidad de colesterol 

disminuye mientras aumentan las de desmosterol y sulfato de colesterol. También 

cambia la composición en fosfolípidos y ácidos grasos (Álvarez, 2003). 

La actividad metabólica de los espermatozoides también se ve modificada durante su 

trayecto por el epidídimo: se da una modificación en su actividad glicolítica y en los 

niveles de adenosín monofosfato cíclico (AMPc) como resultado de la actividad de la 

enzima adenilato-ciclasa y una disminución de la fosfodiesterasa de AMPc (Hoskins y 

Vijayaraghavan, 1990; Hernández, 2008) 

 

1.2.2.-MADURACIÓN EN EL TRACTO REPRODUCTOR FEMENIMO 

 

Como se menciono anteriormente para que el espermatozoide logre fecundar al óvulo, 

los espermatozoides deben pasar por tres procesos: la hiperactivación, la capacitación y 

la reacción acrosomal (RA). Estos estadios finales de la maduración del espermatozoide 

no se producen hasta que estos se encuentran dentro del tracto reproductor femenino por 

un cierto período de tiempo (Gilbert, 2006). 

 

1.2.2.1.-CAPACITACIÓN 

 

La capacitación es definida como la serie de transformaciones que el espermatozoide 

experimenta durante su migración a través del tracto genital femenino, para poder 

alcanzar y unirse a la zona pelúcida (ZP), experimentando la RA y fertilizando al 

ovocito (Lamirande y cols., 1997). La capacitación involucra varios cambios en el 

espermatozoide, entre los que se incluyen: reorganización de la membrana plasmática 

como una consecuencia del removimiento del colesterol, debido al contenido rico en 

albúmina y lipoproteínas de alta densidad (HDL) del fluido oviductal. Estos dos 

componentes son capaces de retirar el colesterol de la membrana del espermatozoide, lo 



 9 

que la hace más fluída y permeable, dando lugar a un aumento en el transporte de 

HCO3
- al interior de la célula (Neri-Vidaurri, 2007).  

El HCO3
- activa una adenilato ciclasa soluble (ACs), también dependiente de Ca2+ 

(Litvin y cols., 2003), consecuentemente, se produce AMPc a partir de ATP, que a su 

vez activa a la PKA (Proteína cinasa A) dando como resultado un incremento en la 

fosforilación de proteínas y en la activación de una cinasa de tirosina, de esta forma la 

capacitación y la fosforilación de tirosinas han mostrado ser reguladas por la vía que 

involucra a la PKA dependiente de AMPc (Visconti y cols., 2002). 

Por otra parte durante la capacitación destaca un ligero aumento en la concentración de 

[Ca2+] i, de alrededor de 80 nM, una ligera alcalinización del pHi, que va de pHi 6.7 a 

pHi 6.85, así como una hiperpolarización del potencial de membrana que va de ~-40 

mV en espermatozoides no capacitados a ~-80 mV durante la capacitación, (Darszon y 

cols. 2006; Neri-Vidaurri, 2007).  

Finalmente la capacitación también se asocia con la aparición de la movilidad 

hiperactivada, la cual algunos autores consideran parte de la capacitación (Visconti y 

cols., 2002; Suarez y Ho, 2003). Todos estos cambios preparan al espermatozoide para 

responder a la ZP, la capa extracelular del ovocito que induce la RA.  

 

1.2.2.2.-REACCIÓN ACROSOMAL 

 

Una vez capacitado, el espermatozoide es susceptible de presentar RA inducida 

fisiológicamente, por la ZP3, una glicoproteína de la ZP que rodea al ovocito, y por la 

progesterona, una hormona esteroide presente en el líquido folicular producida por las 

células de la granulosa que acompañan al ovocito (Baldi y cols., 1996; González-

Martínez y cols., 2002). Este proceso es acompañado por la liberación de enzimas 

líticas, principalmente acrosina, y por la fusión del acrosoma con la membrana 

plasmática en la cabeza del espermatozoide. 

La RA se dispara por un influjo de Ca2+ que incrementa el calcio intracelular y hace que 

se fusionen la membrana plasmática de la cabeza del espermatozoide con la membrana 

acrosómica externa, próxima a ella. El proceso de fusión parece involucrar la activación 

de proteínas de intercambio de nucleótidos dependiente de AMPc, una ruta metabólica 

que no utiliza a la PKA (Branham y cols., 2006; Neri-Vidaurri, 2007). 

Existen dos principales mecanismos por los cuales el espermatozoide incrementa el 

Ca2+ citosólico. El primero es un influjo de Ca2+ a través de canales iónicos en la 
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membrana plasmática, en tanto que el segundo utiliza un incremento en el Ca2+ 

citosólico a través de un eflujo de Ca2+ secuestrado dentro de almacenes intracelulares 

vía canales operados por ligando en organelos membranosos (Darszon y cols., 2006). Se 

ha visto que el espermatozoide de ratón capacitado secuestra altos niveles de Ca2+ 

dentro del acrosoma, y que este almacenamiento es mantenido por una ATPasa de Ca2+ 

acrosomal, la movilización de este Ca2+ almacenado es suficiente para disparar la 

exocitosis acrosomal (Herrick,2005). 

Durante la RA también se eleva el pHi, se producen cambios en el potencial de 

membrana, se involucran procesos como fosforilación de proteínas, metabolismo de 

fosfolípidos y niveles de AMPc (Darszon y cols., 2006). 

 
1.2.2.3.-MOVILIDAD ESPERMÁTICA  

 

El espermatozoide de mamíferos tiene dos formas generales de movilidad: la activada y 

la hiperactivada. 

En la mayoría de las especies, el espermatozoide maduro se mantiene inmóvil dentro del 

epidídimo hasta que son eyaculados con lo cual comienzan rápidamente a nadar, este 

proceso es conocido como “activación de la movilidad”.  

El flagelo de un espermatozoide con “movilidad activada” genera un batido de baja 

amplitud que impulsa al espermatozoide en una trayectoria más o menos en línea recta 

en un medio relativamente no viscoso, como lo es el plasma seminal (Figura 2a). Es 

probable que esta forma de movilidad ayude a la propulsión del espermatozoide durante 

estados iniciales de su trayecto a través del tracto reproductor femenino. Esto es 

estimulado por forsforilación de Ser/Thr y Tyr de proteínas flagelares. La cascada de 

fosforilación es regulada en parte por la vía de la ACs/PKA. 

La movilidad hiperactivada es observada en espermatozoides aislados de regiones 

superiores del tracto reproductor femenino. En un espermatozoide hiperactivado, la 

amplitud del batido flagelar se incrementa, lo cual produce un patrón de batido que es 

altamente asimétrico, causando que el espermatozoide nade en “forma de ocho” en un 

medio de baja viscosidad como el plasma seminal (Figura 2b), mientras que en un 

medio de alta viscosidad como el del oviducto, la movilidad hiperactivada es más 

progresiva (Figura 2c) (Darszon y cols, 2006). 

En contraste el batido de un espermatozoide activado es insuficiente para impulsar 

progresivamente al espermatozoide a través del oviducto (Yanagimachi, 1970). 
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La movilidad hiperactivada, es crítica para la fertilización ya que ayuda al 

espermatozoide a separarse del epitelio oviductal y a la progresión del espermatozoide a 

través del medio altamente viscoso del tracto reproductor femenino, además de que es 

requerida para la penetración de la zona pelúcida (Suarez y Ho, 2003; Suarez, 2008;). 

Por otra parte este tipo de movilidad a menudo se asocia con el inicio de la capacitación, 

sin embargo se ha observado que estos dos procesos son separados o divergen por que 

la hiperactivación y la capacitación pueden ocurrir independientemente una de la otra 

(Turner, 2006). 

(a)

(c)(b)

(a)

(c)(b)

 

Figura 2. Patrones de movilidad. Espermatozoides no hiperactivados presentan 

trayectorias más o menos regulares (a). Los espermatozoides hiperactivados en un 

medio de baja viscosidad presentan trayectorias menos progresivas (b), en tanto que en 

medio de alta viscosidad, la movilidad hiperactivada es más progresiva(c) (Modificado 

de Mortimer, 2000). 

 

El Ca2+ extracelular se requiere para la movilidad en muestras de espermatozoides 

extraídos del epidídimo, así como para el inicio y mantenimiento de la movilidad 

hiperactivada por regulación directa de componentes de la maquinaria axonemal. Por 

ejemplo en el espermatozoide hiperactivado de hámster, se registraron incrementos 

transitorios de [Ca2+] i y se correlacionaron con la frecuencia de batido flagelar (Suarez y 

cols.,1993). El Ca2+ que provoca estos incrementos transitorios parece ser liberado de la 

envoltura nuclear redundante (RNE), una estructura reticular en el cuello del flagelo. 

Por otra parte en espermatozoides humanos inmovilizados, un gradiente de progesterona 

estimula oscilaciones sostenidas en el [Ca2+] i que se originan desde la región de la 

cabeza del espermatozoide que contiene el RNE. Las oscilaciones correlacionadas con 
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incrementos en la actividad flagelar que son comparables a éstas ocurren durante la 

hiperactivación; las oscilaciones de Ca2+ son dependientes de la actividad del receptor 

de rianodina (RyR) (Darszon y cols.,2006). 

Un mecanismo por el cual el Ca2+ esta directamente relacionado a la función flagelar es 

a través de la regulación de la Adenilato ciclasa soluble (ACs), la cual genera AMPc 

para activar a la proteína cinasa A (PKA). La ACs es requerida para la movilidad 

espermática siendo es sensible a HCO3
- y Ca2+. Así, a través de la ACs, la señal del Ca2+  

puede unirse con la señalización por PKA como parte de una misma vía de señalización. 

Un mecanismo probable de acción de la PKA es la fosforilación de residuos Ser/Thr de 

proteínas blanco de la PKA  resultando en la activación de una tirosina cinasa o cinasa, 

no identificada aun, cuyo blanco se localiza  en el flagelo (Figura 3). La fosforilación de 

tirosinas de un conjunto especifico de proteínas flagelares da como resultado la 

movilidad. Un blanco conocido es la dineína axonemal y la fosforilación de esta 

proteína es un punto regulatorio crítico en la iniciación de la movilidad flagelar (Turner, 

2006). 

Sin embargo, existen datos que sugieren que alguna vía de Ca2+  es independiente de la 

vía de la PKA. En el espermatozoide se han detectado calmodulinas (CaM), estas son 

proteínas altamente conservadas que sirven clásicamente como receptores de calcio 

intracelular. Al menos algunos de los efectos del calcio en el flagelo, son probablemente 

alcanzados a través de CaM, debido a que la inhibición de CaM provoca un decremento 

en la movilidad espermática. El efecto de la CaM en la movilidad no es alcanzado vía 

ACs. Lo anterior sugiere la existencia de al menos dos vías de calcio: una que es 

independiente de CaM como lo es la de la ACs/PKA y otra que es dependiente de CaM. 

La deleción del gen de la ACs resulta en espermatozoides inmóviles, en este caso las 

CaM no pueden compensar la pérdida de la función de la ACs. Sin embargo, existen 

datos que sugieren que agonistas de la vía de la PKA pueden restaurar la movilidad 

cuando las CaM son inhibidas. Así, componentes de la vía de la ACs pueden compensar 

la pérdida de la función en componentes de la vía Ca2+ /CaM (Si y Olds-Clarke, 2000; 

Turner, 2006). 
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Figura 3. Representación esquemática de las vías de señalización conocidas que 

participan en la regulación de la movilidad espermática de mamíferos (Modificado de 

Turner, 2006).  

 
1.2.2.3.1.-MOVILIDAD EN CERO Ca2+ 

 

Registros hechos mediante Patch Clamp en gotas citoplasmáticas de espermatozoides de 

ratón muestran que el flagelo del espermatozoide contiene un canal selectivo de Ca2+ 

llamado CatSper que es activado por voltaje y alcalinidad (Cation Sperm Channel). 

Espermatozoides que pierden este canal o presenta defectos en los heterotetrameros que 

lo conforman son incapaces de presentar movilidad hiperactivada bajo condiciones de 

capacitación, por lo cual los machos son infértiles.  

Estudios realizados con ratones knockout para CatSper 3 y 4 demuestran que en medio 

HTF estos espermatozoides no desarrollan movilidad hiperactivada, incluso 2 horas 

después de estar en el medio, a diferencia del tipo silvestre que si desarrollan movilidad 

hiperactivada después de los primeros 30 minutos al ser incubados en este medio. Sin 

embargo, cuando se transfieren los espermatozoides de medio HTF a medio libre de 

Ca2+ y cationes divalentes, los espermatozoides de tipo silvestre llegan a ser inmoviles 

dentro de 15 minutos, en tanto que los espermatozoides de ratones knockout para 

CatSper 3 y 4 aun muestran movilidad. Sugiriendo que en ausencia de CatSper 3 y 4 la 
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movilidad inicial puede ser sostenida cuando el Ca2+ extracelular no esta disponible (Jin 

y cols., 2007). 

Estos hallazgos implican que almacenes de Ca2+ interno juegan un papel supliendo Ca2+ 

para la movilidad espermática en medio sin Ca2+ y acorde a los resultados que se han 

obtenido en estos estudios, se elevan las posibilidades de que un incremento en el 

contenido de Na+ intracelular, una despolarización el potencial de membrana (Espinosa 

y Darszon, 1995; González-Martínez, 2003), o ambos puedan inhibir la liberación de 

Ca2+ de almacenes internos en espermatozoides normales(Torres-Flores, 2008).  

 

1.2.2.3.2.-CUANTIFICACIÓN DE LA MOVILIDAD ESPERMÁTICA 

 

La movilidad espermática constituye uno de los parámetros fundamentales para valorar 

la calidad de una muestra seminal. La evaluación de esa calidad se basa en la movilidad 

lineal y porcentaje de espermatozoides dotados de movimiento. Actualmente existen  

dos formas de evaluar la movilidad espermática: subjetiva u objetivamente. La 

valoración subjetiva se realiza colocando la muestra de espermatozoides sobre un 

portaobjetos o con una cámara de Makler y observando con un microscopio óptico; la 

estimación se hace directamente y el observador califica la movilidad mediante la 

siguiente clasificación según la OMS: A, movilidad lineal; B, movilidad curvilínea; C; 

movilidad in situ y D, inmóviles (WHO, 1999). 

La valoración objetiva se realiza mediante sistemas semiautomáticos y automáticos 

denominados genéricamente CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) mediante la 

adquisición de imágenes sucesivas que proporcionan la posición puntual de los 

espermatozoides en distintos tiempos y la unión de estos puntos origina trayectorias 

rectilíneas que definen el tipo de desplazamiento espermático. Este tipo de valoración 

introduce precisión y datos cuantitativos sobre la  cinética de los  espermatozoides 

(Hernández, 2008).  

Los componentes comunes del CASA son: una video cámara, una tarjeta de captura de 

cuadros de video y una computadora; se usa un software de computadora para  

identificar y seguir a todos los espermatozoides en las imágenes del video y muestra 

todos los datos calculados. 

Primero, la imagen obtenida del campo del microscopio es enviada a la cámara y es 

convertida a una imagen digital. La forma más fácil para la máquina de detectar al 

espermatozoide es usando un campo oscuro, con lo cual la cabeza del espermatozoide se 
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ve blanca sobre el campo oscuro. El brillo de la imagen de la cabeza permanece 

constante aún cuando el espermatozoide se mueve debido a que  la rotación de su 

cabeza no cambia la intensidad del blanco de la imagen. La imagen de cada cabeza de 

espermatozoide es digitalizada, con la computadora,  quien determina el número de 

pixeles que cubre la cabeza del espermatozoide. Existe un rango en el número de 

pixeles que es aceptable para la cabeza de un espermatozoide, dado el tamaño mínimo y 

máximo previsto para cada especie, así la computadora reconoce un objeto que cae 

dentro del rango esperado como la cabeza de un espermatozoide (Mortimer, 2000). 

A partir de lo anterior el CASA se basa en la captura sucesiva de imágenes de 

espermatozoides en movimiento, mediante la identificación de la cabeza en un campo 

obscuro proveniente de un microscopio de contraste de fases (Mortimer, 2000). 

 

Figura 4. El sistema CASA se basa en la captura sucesiva de imágenes de 

espermatozoides en movimiento mediante la identificación de la cabeza en un campo 

obscuro proveniente de un microscopio de contraste de fases (Mortimer, 2000). 

 

Existen diversos sistemas de análisis de imagen computarizado en el mercado, y cada 

uno difiere en el método y algoritmos por los que se obtiene las características del 
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movimiento espermático, razón por la cuál no se tiene una estandarización de valores 

normales para todos los CASA (Hernández, 2008). 

Entre los diferentes CASA se encuentra el Hamilton Thorne Motility Analyzer, el cual 

fue usado para obtener parte de los resultados que se presentan en esta tesis. En este  

aparato se puede realizar el análisis de movimiento referido a la cabeza espermática y 

obtener los principales valores cinemáticas que se evalúan a partir de la trayectoria 

descrita por los espermatozoides, los cuales son mostrados en la tabla I.  
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Parámetro Definición 

 

Velocidad Curvilínea (VCL) 

Distancia total que la cabeza del 

espermatozoide recorre en el periodo de 

observación, es expresada en µm/seg. 

 

Velocidad Rectilínea (VSL) 

Distancia en línea recta entre el primer y 

el último punto de la trayectoria, es 

expresada en µm/seg. 

 

Velocidad Media de la Trayectoria  

(VAP) 

Distancia que el espermatozoide ha 

viajado en la dirección promedio del 

movimiento en el periodo de observación, 

es expresada en µm/seg. 

 

Linealidad (LIN) 

Indica  la rectitud de la trayectoria 

curvilínea, se obtiene de la siguiente 

forma: (VSL/VCL)*100%. 

 

Rectitud (STR) 

Indica  la rectitud de la trayectoria media, 

se obtiene de la  siguiente forma: 

(VSL/VAP)*100%. 

 

Amplitud de la Dislocación Lateral  

de la Cabeza (ALH) 

Anchura del movimiento lateral de la 

cabeza del espermatozoide (Se calcula 

como la  anchura total de la trayectoria 

principal) y se expresa en µm. 

 

 

 

Frecuencia de Batido Flagelar  

(BCF) 

Indica el número de veces que la  

velocidad curvilínea cruza la trayectoria 

media por segundo. En otras palabras, es 

el número de veces que la cabeza del 

espermatozoide cruza la dirección de 

movimiento y está relacionada con el 

desarrollo de otra onda flagelar.  

Tabla I. Principales valores cinemáticas aportados por el sistema CASA para describir 

la trayectoria de un espermatozoide (Mortimer, 2000). 
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1.3.- Ca2+ Y CANALES Ca2+ EN EL ESPERMATOZOIDE 

 

El espermatozoide y el óvulo tienen que interaccionar para que ocurra la fecundación, 

quizá el evento biológico más importante en las especies con reproducción sexual, pues 

la posibilidad de que las especies subsistan en el tiempo depende del éxito de esta 

interacción. La forma en la que estos dos gametos, influye el uno sobre el otro, es a 

través de la regulación del flujo de iones que atraviesan su membrana plasmática, lo 

cual es parte clave del lenguaje entre ellos. Entre las moléculas de la membrana que 

permiten el flujo de los iones a través de la membrana tenemos a los canales iónicos. 

Los canales iónicos son proteínas membranales que forman un poro a través del cual los 

iones atraviesan las membranas de manera regulada y con gran eficiencia (~107-108 

iones/seg.). La actividad de estos canales es vital para que las células puedan 

comunicarse con el mundo externo e interno y entre ellas.  

Los gradientes iónicos que se presentan en las membranas de las células no únicamente 

determinan el potencial de membrana (Em), si no también permean iones que son 

capaces de modular enzimas y de influir en la actividad de varios canales, causando 

cambios adicionales en el Em y en el flujo de iones.  

El Em regula la taza y dirección del flujo de iones a través de canales e 

intercambiadores, modula fluctuaciones de pHi, [Ca2+] i, y otros segundos mensajeros 

que tienen una influencia importante en la movilidad flagelar y la RA del 

espermatozoide. Casi todos los transportadores iónicos y proteínas del espermatozoide 

se sintetizan durante la espermatogénesis. (Darszon y cols., 2001; Darszon, 2007). 

 

1.3.1.-PAPEL DEL Ca2+  EN EL ESPERMATOZOIDE 

 

El Ca2+  es el mensajero intracelular más común en la señalización celular, está 

involucrado en la regulación de varias funciones celulares importantes, tales como la 

secreción, excitación-contracción, transcripción de genes, movilidad, actividad 

enzimática, transporte, estado de fosforilación de proteínas, así como en varias formas 

de muerte celular. Existen proteínas sensoras que regulan y detectan la [Ca2+] i, 

uniéndose reversiblemente y después llevando la señal hacia otros sitios blanco.  

Existen proteínas que cuentan con sitios de unión al Ca2+, entre las que se encuentran las 

CaM que son de las mejor caracterizadas (Darszon y cols.2005).  
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De los mensajeros intracelulares que son capaces de modular diversos procesos 

fisiológicos dentro del espermatozoide, podemos mencionar nucleótidos cíclicos (AMPc 

y GMPc), óxido nítrico y Ca2+. Aunque todos estos mensajeros son de gran importancia, 

particularmente para la capacitación del espermatozoide, el Ca2+  es central.  

La [Ca2+] i regula la RA , el modo de batido flagelar (incluyendo la  hiperactivación) y 

quimiotaxis, a su vez también tiene un importante papel en la capacitación. Así, un 

espermatozoide debe asegurarse de que cada uno de esta serie de procesos vitales 

activados por la [Ca2+] i sea iniciado en el momento apropiado (Publicover y cols., 

2007). 

Las células somáticas pueden generar un patrón espacio-temporal de [Ca2+] i a diferentes 

estímulos o diferentes intensidades de estímulo los cuales provocan diferentes señales 

de [Ca2+] i. Esto es alcanzado sobre todo por una liberación controlada de Ca2+ 

almacenada en un extenso retículo endoplasmico. Las señales pueden ser localizadas en 

una zona determinada o bien distribuidas en un mayor rango, movilizando almacenes de 

Ca2+ a través de la célula. 

En el espermatozoide, el retículo endoplasmico y algunos otros organelos membranosos 

internos son perdidos durante la espermiogénesis. Únicamente el núcleo, el acrosoma y 

la mitocondria persisten en el espermatozoide maduro (Publicover y cols., 2007). Por lo 

que el influjo de Ca2+ a través de la membrana plasmática es un mecanismo común de la 

señalización de [Ca2+] i que explota de manera efectiva los reservorios extracelulares de 

Ca2+. 

La localización selectiva de varios tipos de canales en la membrana plasmática que 

permiten el influjo de Ca2+ proporciona un cierto nivel de flexibilidad en la señalización 

de [Ca2+] i. La expulsión de Ca2+ a través de la membrana plasmática del espermatozoide 

se da por medio ATPasas de Ca2+ (PMCAs) e intercambiadores de Na+/Ca2+ (NCX) 

(Publicover y cols., 2007).  

La proteína de PMCA4 ha sido detectada en espermátidas de rata y en espermatozoide 

de ratón y se localiza en la pieza principal del flagelo del espermatozoide. Se ha 

observado que ratones que no cuentan con PMCA4  no desarrollan  movilidad  

hiperactivada, posiblemente debido a la incapacidad de regular la [Ca2+] i. 

El NCX exporta un Ca2+ hacia el exterior e importa tres Na+ hacia el interior, usando 

energía derivada del gradiente de Na+ en la membrana celular y así indirectamente de la 

actividad de la ATPasa Na+/K+. Evidencia  farmacológica  indica que la actividad de la 

NCX es crucial para el mantenimiento de la [Ca2+] i y la movilidad del espermatozoide 
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humano. Se ha inmunolocalizado a NCX en el área acrosomal y la pieza media 

(Publicover y cols., 2007). 

Aunque el espermatozoide haya perdido el retículo endoplasmico, parece que el 

limitado conjunto de organelos que permanecen pueden proveer a esta célula con al 

menos dos almacenes intracelulares de Ca2+. El acrosoma del espermatozoide de 

mamífero tiene receptores IP3 en su membrana externa y forma un almacén de Ca2+ que 

descarga en el espacio peri-acrosomal. Un segundo almacén de Ca2+ parece estar 

presente en la región del cuello del espermatozoide de mamífero, se trata de la RNE, 

esta estructura que tiene calreticulina (una proteína de almacenamiento de Ca2+) y 

receptores IP3; la movilización de Ca2+ en este lugar es sensible a rianodina (un canal de 

Ca2+ activado por Ca2+). Se cree que la acumulación y movilización de Ca2+ de uno o de 

ambos almacenes inicia y controla la hiperactivación en el espermatozoide bovino, de 

ratón y probablemente en otros espermatozoides de mamífero, así como en la regulación 

del modo de batido flagelar en el espermatozoide humano. El papel de las mitocondrias 

en la señalización de [Ca2+] i no ha sido del todo establecida. Estos organelos 

contribuyen al balance de Ca2+ en el espermatozoide de ratón y parecen estar idealmente 

posicionados para segregar y modular la señalización de [Ca2+] i en los compartimientos 

de la cabeza y cola (Publicover y cols., 2007). 

 

1.3.2.-CANALES DE Ca2+  DEPENDIENTES DE VOLTAJE  

 

La mayor función de los canales de Ca2+  dependientes de voltaje (Cav) es el de 

convertir cambios en el potencial de membrana en una señal de Ca2+ . Los Cav están 

formados por la subunidad α1, la cual es codificada por una familia de al menos 10 

genes. La estructura de esta subunidad está basada en cuatro dominios 

transmembranales repetidos (I-IV) que contienen seis hélices α  transmembranales (S1-

S6) rodeando un poro central. (Darszon y cols.2005). 

Experimentos de inmunohistoquímica e hibridación in-situ en preparaciones de 

espermatozoides, western blott de extractos proteínas de espermatozoides y PCR de 

librerias de cDNA de espermátides indican la presencia de numerosos Cav en el 

espermatozoide (Publicover y cols., 2007). 

Se puede clasificar a los Cav en dos grandes clases funcionales: los canales activados 

por alto voltaje y los activados por bajo voltaje (HVA y LVA, respectivamente).  



 21 

Los HVA abren después de fuertes despolarizaciones y han sido clasificados de acuerdo 

a sus características biofísicas y farmacológicas en Tipo-L, -N, -P/Q y –R. Existen datos 

que sugieren que los canales HVA pueden estar insertados en la membrana de células 

germinales masculinas en un estado funcional inactivo y activado en el espermatozoide 

maduro posiblemente por modificaciones postranscripcionales. 

Los canales LVA abren después de débiles despolarizaciones y son codificados por la 

subfamilia de genes Cav3 (Cav3.1 a Cav3.3). En contraste a los canales HVA, los cuales 

funcionan como complejos oligomericos, la subunidad recombinante Cav3α1 solamente  

expresa canales de Ca2+ tipo-T en sistemas heterólogos. Estudios con Patch-Clamp han 

documentado la presencia de corrientes LVA en células espermatogénicas. Los canales 

tipo-T en células germinales masculinas parecen ser regulados por proteínas cinasas y 

por CaM. 

Los canales Cav pueden ser fosforilados por la PKA y otras cinasas. Se sugiere que la 

fosforilación por PKA incrementa el tiempo de apertura del canal. En adición la PKC 

puede también modular canales Cav y su efecto en corrientes de Ca2+ varía dependiendo 

de el tipo de receptor activado(Darszon y cols.2005). 

Espermatozoides de ratón y de bovino expuestos a zona solubilizada o ZP3 purificada, 

muestran un incremento en la [Ca2+] i y experimentan RA. Estas respuestas son 

dependientes de la [Ca2+]e (indicando la participación de un influjo de Ca2+), tanto la 

elevación de [Ca2+] i y la inducción de la RA se ven afectadas, en un grado similar, por la 

inhibición de los Cav con antagonistas orgánicos e inorgánicos. Investigaciones 

farmacológicas que muestran despolarización y elevación de [Ca2+] i inducidas con 

agonistas en el espermatozoide de humano y de ratón, ha sugerido la participación de al 

menos dos tipos de canales en el influjo de Ca2+ (Publicover y cols., 2007). 

 

1.3.3.-CANALES CatSper  

 

La familia de los CatSper (Cation channel of Sperm) consta de cuatro miembros (1-4) 

que son expresados única y exclusivamente en el espermatozoide. Los cuatro comparten 

una estructura similar de seis segmentos transmembranales, así como un motivo 

encontrado entre canales de K+ operados por voltaje. El dominio transmembranal S4 de 

los miembros de la familia CatSper es similar en secuencia a los dominios sensores de 

voltaje en otras especies de canales iónicos operados por voltaje y la unión S5-S6 tiene 
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una secuencia muy similar a la del dominio formador de poro de canales Cav.(Darszon y 

cols., 2005; Xia y cols. 2007) 

Los CatSper se encuentran localizados en la membrana plasmática en la pieza principal, 

y presumiblemente forman un canal catiónico heterotetrámero, permeable a Ca2+, 

dependiente de voltaje y sensible al pH. En ausencia de calcio externo  este canal puede 

conducir sodio de una manera independiente de voltaje (Kirichok y cols., 2006). Existe 

una subunidad auxiliar CatSperβ, que acompaña a las proteínas Catsper formando parte 

del complejo (Liu y cols. 2007).  

La pérdida de alguna de las 4 proteínas CatSper tiene como resultado deficiencias en la 

movilidad hiperactivada y la rápida pérdida de la movilidad inicial en condiciones de  

capacitación. Así los defectos en la movilidad en espermatozoides de ratones knockout 

CatSper 1-/- , CatSper 2 -/- , CatSper 3 -/- , CatSper 4 -/- son muy similares, los ratones 

knockout de alguno de estos cuatro CatSper son completamente estériles y sus 

espermatozoides carecen de la capacidad de presentar movilidad hiperactivada, una 

pérdida gradual de la movilidad inicial y son incapaces de penetrar la zona pelúcida (Jin 

y cols., 2007). Por ejemplo, en ratones knockout CatSper 1-/-, se ha visto que sus 

espermatozoides presentan una reducción en su velocidad basal, pierden el batido 

vigoroso del flagelo, así como la existencia de una menor flexión o curvatura en la 

región de la cola. Experimentos en estos mismos ratones han demostrado que CatSper 1 

es esencial para que se dé un incremento en la [Ca2+] i, evocado por despolarización. El 

incremento en la entrada de Ca2+ permite el aumento del batido flagelar (Carlson, 

2003). El decremento en la movilidad de los espermatozoides de ratones knockout 

puede reflejar la contribución del influjo de Ca2+ a través de los canales CatSper para 

regular otras vías de señalización. 

También se ha demostrado que la alcalinización incrementa dramáticamente la 

conductancia CatSper, además potencia la entrada de Ca2+ mediada por ICatSper.  

ICatSper es una corriente  sensitiva a pH y selectiva a Ca2+, que requiere la presencia de 

los cuatro miembros de la familia CatSper. Lo anterior sugiere que la alcalinización que 

ocurre durante la capacitación espermática activa ICatSper, lo cual lleva a un incremento 

en la [Ca2+] i e induce la movilidad hiperactivada (Kirichok y cols., 2006). 

La correlación de la adquisición de la movilidad hiperactivada con la elevación de la 

[Ca2+] i , sugiere que estos canales están involucrados en este proceso. 
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1.4.-ESPERMATOZOIDES INCUBADOS EN MEDIO SIN Ca2+ 

 

El Ca2+  es un importante mensajero intracelular usado en diferentes vías de señalización 

por lo cual esta involucrado en la regulación de varias funciones celulares. Un ejemplo 

es el espermatozoide de mamíferos que presenta cambios fisiológicos que involucran la 

modulación de los mecanismos de entrada de Ca2+ en procesos como la capacitación, 

reacción acrosomal y movilidad espermática (González-Martínez, 2003).  

En ausencia de Ca2+ en el medio, no se pueden llevar a cabo ninguno de estos procesos, 

los cuales permiten al espermatozoide poder encontrar y fecundar al óvulo, ya que al no 

estar presente este ión se alteran varios factores como por ejemplo: la permeabilidad de 

la membrana a otros iones y el potencial de membrana.  

El espermatozoide de ratón, en medio libre de Ca2+, tiene una sustancial permeabilidad 

a Na+ y el potencial de membrana es dependiente de la [Na+]e y no del K+ extracelular 

como sucede en medio con Ca2+. La readición de Ca2+ induce una hiperpolarización 

transitoria dependiente de la ATPasa NA+/K+.Lo anterior sugiere que en ausencia de 

Ca2+, el Na+ puede permear a través de canales de Ca2+ (Espinosa y Darszon, 1995). 

Estudios realizados en el Laboratorio de Biomembranas de la Facultad de Medicina de 

la UNAM, muestran el efecto del EGTA (ethylene glycol tetraacetic acid), un agente 

quelante de Ca2+, sobre el potencial de membrana y [Ca2+] i, medidos simultáneamente 

en el espermatozoide humano. La adición de EGTA en medio con Ca2+ causa un 

decremento en la [Ca2+] i, además provoca una despolarización sostenida, inicialmente 

rápida, la cual es seguida por una larga fase que alcanza valores de potencial de 

membrana desde el reposo de -46 ±3mV a +18±3.4mV. Al restaurar el Ca2+ se produce 

un rápido incremento transitorio en la [Ca2+] i que después decrece a valores basales. 

Simultáneamente, se produce una lenta hiperpolarización, el potencial alcanzo  valores 

en el reposo de -66±3.9mV. 

En experimentos donde se incremento la [Ca2+] i con progesterona y después se remueve 

el Ca2+ con EGTA. Se observa una despolarización sostenida causada por un 

decremento sostenido en la [Ca2+] i, la cual es reversible al restaurar el Ca2+. Esto indica 

que el decremento en la [Ca2+] i, no provoca en si misma la despolarización sostenida 

inducida por remoción de Ca2+ y da paso a la hipótesis de que la despolarización es 

causada por removimiento de Ca2+ de sitios de unión externos (González-Martínez, 

2003).  
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Al medir el potencial de membrana en un medio bajo en sodio (donde se sustituye el 

cloruro de sodio por cloruro de colina) y quelar el Ca2+, se disminuye la despolarización 

inducida por adición de EGTA, lo que indica que la despolarización inducida por 

removimiento de Ca2+ es atribuida a una corriente de Na+.  

Esté resultado puede revelar la presencia de un canal de Ca2+ en la membrana 

plasmática que permite lel paso de Na+ en ausencia de Ca2+ externo. También se exploro 

si la despolarización dependiente de Na+ inducida por remoción de Ca2+ es afectada por 

Mg2+, esto debido a que se ha establecido que algunos canales de Ca2+ permiten un 

influjo de Na+ en ausencia de Ca2+, el cual es bloqueado por Mg2+. 

Por lo que los experimentos realizados revelan que al incrementar las concentraciones 

de MgCl2, entre 3mM y 6 mM, esto causa una remarcable inhibición  de la 

despolarización dependiente de sodio inducida por remoción de Ca2+ con EGTA. 

El Mg2+ también es capaz de revertir la despolarización inducida por remoción de Ca2+. 

La hiperpolarización fue dependiente de la [Mg2+] y no se relaciona con algún cambio 

en el Ca2+ intracelular. Esto sugiere que al menos un considerable grado de la 

hiperpolarización no depende del influjo de Ca2+ o del incremento intracelular de este 

ión, por adición de Ca2+ en espermatozoides tratados con EGTA (Gonzalez-Martinez, 

2003). 

La hiperpolarización inducida por restauración de Ca2+ y por Mg2+ fue inhibida por 

ouabaina, sugiriendo también que la actividad de la ATP asa Na+-K+ contribuye 

considerablemente a la hiperpolarización. La hiperpolarización también fue prevenida 

en medio sin  K+, una condición que para la actividad de la ATPasa Na+-K+. En este 

trabajo se mostró evidencia que sugiere que el espermatozoide humano esta  dotado con 

una conductancia de Na+ sensitiva a Mg2+ que es activada cuando el Ca2+ externo es 

removido del medio (Guzman-Grenfell y cols., 2000; González-Martínez, 2003). Por lo 

que se sugiere la presencia de un posible canal de Ca2+, el cual probablemente 

contribuye a la [Ca2+] i en reposo y es capaz de conducir Na+ en ausencia de Ca2+ en el 

espermatozoide humano.  

A partir de esta hipótesis se pensó que la despolarización dependiente de Na+ puede  

incrementar la [Na+] i, para comprobar esto se llevaron a cabo experimentos en el mismo 

laboratorio para estudiar si la despolarización dependiente de Na+ afecta la [Na+] i y lo 

que se pudo ver es que la despolarización dependiente de Na+ inducida por remoción de 

Ca2+ externo produce un lento incremento en la [Na+] i, que depende del contenido de 
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Na+ externo, este incremento puede soportar una alta actividad de la ATPasa de Na+-K+ 

que hiperpolariza la membrana plasmática cuando se restaura el Ca2+ (Figura 5). 

La restauración de Ca2+ produce un pico transitorio de Ca2+, una hiperpolarización 

dependiente de la ATPasa N+-K+, y un lento decremento de la [Na+] i (Figura 6). 

Tanto el grado de despolarización y el incremento en la [Na+] i inducidos por remoción 

de Ca2+ dependen de la cantidad de Na+ externo, indicando que ambos fenómenos están 

relacionados (Figura 5). (Torres-Flores y cols., 2008). 

En el caso del Mg2+, la adición de MgCl2 al medio también puede bloquear el influjo de 

Na+ causado por remoción de Ca2+ y subsecuentemente produce un lento decremento en 

la [Na+] i, este decremento no se produce en espermatozoides despolarizados tratados 

con ouabaina. Como se había reportado previamente, no se observó efectos en la [Ca2+]i 

y  una completa hiperpolarización fue producida. También se observó que el agregar 

MgCl2 antes que el EGTA, produce un bloqueo en el incremento de la [Na+] i (Figura 6). 

 

Figura 5. La despolarización e incremento de la [Na+] i inducidos por remoción de Ca2+ 

del medio con EGTA depende de la concentración de Na+ externo. Trazo representativo 

de los cambios en el potencial de membrana y la [Na+] i inducidos por remoción de Ca2+ 

del medio con 3.5 mM de EGTA (a). [Na+] i obtenida 3 minutos después de la adición de 

EGTA, en función de la [Na+]e (b). Incremento de la [Na+] i en función del grado de 

despolarización del potencial de membrana (c) (modifiado de Torres-Flores y cols., 

2008). 

(a) 
(b) 

(c) 
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Figura 6. Efecto de la adición de diferentes cantidades de Ca2+, (a) no adición (b) 0.92 

mM y (c) 3.5 mM, (panel izquierdo), y MgCl2, (d) no adición, (e) 0.25 mM, (f) 1.5 mM ) 

y (g) 2.5 mM (panel derecho), en el incremento de la [Na+] i y la despolarización del 

potencial de membrana provocado por influjo de Na+ inducido por remoción de Ca2+ del 

medio con EGTA (Modificado de Torres-Flores y cols. , 2008). 

 

Cabe destacar que el incremento en la [Na+] i inducido por remoción de Ca2+ fue 

considerablemente acelerado por ouabaina, pues se inhibe la actividad de la ATPasa 

Na+/K+. Lo anterior indica que el incremento de Na+ intracelular inducido por remoción 

de Ca2+ resulta de un balance entre el influjo de Na+ producido por la activación de un 

posible canal y un mecanismo que expulsa Na+, activado por el incremento en la [Na+] i 

catalizado por la ATPasa Na+-K+.(Torres-Flores y cols., 2008) 

Todos estos resultados son consistentes con la hipótesis de que, en condiciones de 

reposo, hay un canal de Ca2+ cuya actividad contribuye al Ca2+ intracelular en reposo. 

La selectividad de este canal puede ser conferida por la unión del Ca2+ a un sitio 

externo, un sitio que también puede ser ocupado por Mg2+. Cuando el Ca2+ es removido  

de este sitio, la selectividad puede ser cambiada a un canal de Na+ de alta conductancia; 

esto puede resultar en la despolarización, el decremento en la [Ca2+] i observado a causa 

de la actividad de un mecanismo de expulsión de Ca2+ presente en la célula (la 

responsable es la ATPasa de Ca2+) y el incremento observado en la [Na+] i . 
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En esta condición la ATPasa Na+-K+ puede ser rápidamente activada por el incremento 

en la [Na+] i, al oponerse a la entrada masiva de Na+. Cuando se da la restauración de 

Ca2+ externo el canal puede recobrar su selectividad a un canal de Ca2+ de baja 

conductancia y luego entonces una reactivación de la ATPasa de Ca2+, llevando la 

[Ca2+] i a niveles normales. Consecuentemente, el potencial de membrana puede llegar a 

ser principalmente dependiente de la alta actividad electrogenica de la ATPasa Na+-K+ 

hiperpolarizando a la célula. 

La [Na+] i puede tiende a decrecer a valores de reposo, aunque a una tasa menor que la 

hiperpolarización sostenida, la cual alcanza valores más negativos que el reposo. 

(Torres-Flores y cols., 2008) 

 

1.5.-PAPEL DEL Na+ EN EL ESPERMATOZOIDE  
 
Además del Ca2+, existen otros iones como el Na+, K+, Cl-, etc. El gradiente a ambos 

lados de la membrana plasmática y el paso de estos iones a través canales, es importante 

para que la célula pueda llevar a cabo diferentes procesos fisiológicos. 

Por ejemplo las células utilizan el gradiente de sodio, generado por la actividad de la 

bomba ATPasa Na+/K+. En las células excitables, el potencial de acción se dispara por 

una corriente de sodio activada por el voltaje. El influjo de sodio a través de canales de 

sodio dependientes de voltaje (Nav) produce despolarización durante la fase inicial del 

potencial de acción de células excitables. El gradiente de sodio sirve también como 

fuerza impulsora en el transporte de metabolitos, como en el caso del transportador de 

glucosa, que cotransporta glucosa utilizando el gradiente de sodio (Catterall y cols., 

2003; García-Sánchez, 2006). 

Los Nav están compuestos de una subunidad α y una o más subunidades auxiliares β.  

La subunidad α es una proteína con una alto grado de secuencia de identidad de 

aminoácidos y  puede funcionar son la subunidad β como un canal de Na+. Nueve 

diferentes subunidades α de Nav han sido clonadas en mamíferos, cada una de las cuales 

es codificada por un diferente gen. Estos canales pueden ser caracterizados por su 

sensibilidad a un bloqueador altamente selectivo, la tetrodotoxina (TTX). El papel de la 

subunidad β aún no esta del todo establecido, aunque aparentemente modula la 

localización celular, la expresión funcional, cinética y la apertura del canal por el 

voltaje. 
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Se ha demostrado la existencia de Nav y que algunos de estos canales son 

funcionalmente activos en células espermáticas humanas (Pinto y cols., 2009).  

Registros de canales de Na+ reportan la participación de un canal de Na+ sensitivo a 

amilorida que puede contribuir a la regulación del potencial de membrana en reposo del 

espermatozoide. Las características de este canal concuerdan con la familia de los 

canales epiteliales de Na+ (ENaC) que se encuentran presentes en el espermatozoide. 

(Hernanéz-González, 2006).  

Los canales de Na+ son abundantemente expresados en el espermatozoide, el gradiente 

de este ión a través de la membrana plasmática juega un papel central en la regulación 

del potencial de membrana, un parámetro que regula el grado y dirección del flujo de 

iones a través de canales e intercambiadores y modula el pHi.  

Es bien sabido que el proceso de capacitación es acompañado por cambios en el 

potencial de membrana del espermatozoide, como un estado de hiperpolarización 

acompañado por un incremento en el pHi. Esta hiperpolarización parece estar 

relacionada con un incremento en la permeabilidad del K+ y un decremento en la 

permeabilidad a K+ (Pinto y cols., 2009). 

Se ha investigado el papel funcional de los canales Nav en el espermatozoide maduro, 

por ejemplo estudios donde se analizó el efecto del uso veratridina, un activador de Nav, 

en la movilidad espermática; el resultado demuestra que la veratridina induce un 

incremento en la movilidad progresiva que no fue acompañado por cambios en la 

[Ca2+] i. Por lo que se ha sugerido que la movilidad espermática puede proceder en una 

manera dependiente de Na+ (Pinto y cols., 2009).  

Se han identificado intercambiadores, tales como el intercambiador Na+/H+ (sNHE) el 

cual se encuentra principalmente localizado en el flagelo. La disrupción del gen de la 

sNHE causa infertilidad y la completa pérdida de la movilidad espermática. La ausencia 

de sNHE reduce de manera importante la actividad de la ACs en el espermatozoide 

(Wang y cols., 2006). También se ha postulado que el intercambiador Na+/H+ interviene 

en la regulación del pH en el espermatozoide de mamífero (García-Sánchez, 2006). 

La ATPasa Na+/K+ es una proteína integral de membrana que cataliza la translocación 

electrogénica de tres Na+ fuera de la célula y de dos K+ hacia dentro de la célula usando 

la energía de la hidrólisis de una molécula de ATP. La actividad de esta enzima es 

requerida para varios procesos celulares como la generación del gradiente de Na+ 

necesario para el transporte de algunos iones y otros substratos a través de la membrana, 
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el establecimiento del potencial de membrana en reposo, el balance osmótico, así como 

el volumen y pH celular (Woo y cols., 2002; Sanchez y cols., 2006).  

En el espermatozoide humano se ha visto que la isoforma α4 de la ATPasa Na+/K+ 

localizada en la cola, predominantemente en la pieza media del flagelo, es importante 

para la movilidad espermática ya que al ser inhibida con ouabaina decrece 

significativamente el porcentaje de movilidad (Sanchez y cols., 2006).  
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2.-JUSTIFICACIÓN  

 

Como se mencionó anteriormente los estudios con espermatozoides de ratones knockout 

para CatSper 3 y 4 muestran que en medio de capacitación son incapaces de desarrollar 

movilidad hiperactivada a diferencia de los espermatozoides de tipo silvestre, sin 

embargo, esta situación cambia cuando los espermatozoides son incubados en un medio 

libre de Ca2+ y cationes divalentes, en este caso los espermatozoides de tipo silvestre 

llegan a ser inmóviles dentro de los primeros 15 minutos, en tanto que los 

espermatozoides de ratones knockout para CatSper 3 y 4 siguen mostrando movilidad 

inicial (Jin y cols., 2007). 

A su vez el Ca2+ juega un papel fundamental en varios procesos fisiológicos del 

espermatozoide humano, tales como la capacitación, la reacción acrosomal, la 

movilidad inicial y la movilidad hiperactivada.  

Datos obtenidos en nuestro laboratorio mediante experimentos de remoción del Ca2+ 

extracelular con EGTA muestran que esto trae como consecuencia una reducción en la 

[Ca2+] i, una despolarización sostenida del potencial de membrana y un influjo de Na+ 

que subsecuentemente aumenta la [Na+] i tienen un efecto sobre la movilidad 

espermática humana. Tanto la despolarización como el incremento de la concentración 

de [Na+] i dependen de los niveles de Na+ en el medio cuando el Ca2+ se encuentra 

ausente (González-Martínez, 2003; Torres-Flores y cols., 2008). 

Estos mismos datos han permitido a nuestro grupo de trabajo proponer la existencia de 

un canal de Ca2+ cuya actividad contribuye a mantener la [Ca2+] i en reposo, sin 

embargo, en ausencia de Ca2+, la selectividad de este canal puede ser cambiada a uno de 

Na+ de alta conductancia (González-Martínez, 2003; Torres-Flores y cols., 2008). 

Tanto los datos obtenidos previamente en nuestro laboratorio, como los obtenidos por 

otros grupos de trabajo (Jin y cols., 2007), nos sugirieron la existencia de una relación 

entre la pérdida de la movilidad espermática en ratones de tipo silvestre y los efectos de 

la remoción de Ca2+ extracelular sobre el potencial de membrana y en la [Na+] i. 

Con base en lo anterior se propone realizar el estudio del efecto que puede tener el 

influjo de Na+ y la despolarización del potencial de membrana, causados por remoción 

de Ca2+ con EGTA sobre la movilidad de espermatozoides humanos, lo cual nos 

permitirá dar aportaciones para lograr un mejor entendimiento de la regulación 

fisiológica de la movilidad espermática. 
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3.-HIPÓTESIS 

 

 

• La remoción de Ca2+ extracelular provoca la despolarización del 

potencial de membrana y el incremento en la [Na+] i , las cuales causan la 

reducción o la pérdida de la movilidad inicial en espermatozoides 

humanos. 
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4.-OBJETIVOS 

 

4.1.-GENERAL 

 

Estudiar el efecto del influjo de sodio sobre la movilidad en espermatozoides humanos 

incubados en medio sin calcio. 

 
 
4.2.-PARTICULARES 

 

Estudiar el efecto de la remoción de Ca2+ extracelular sobre la movilidad de 

espermatozoides humanos.  

 

Determinar si el efecto de la remoción de Ca2+ extracelular sobre la movilidad de 

espermatozoides humanos es reversible. 

 

Determinar si la movilidad de espermatozoides humanos puede ser preservada en medio 

sin Ca2+. 

 
Evaluar  el efecto de la valinomicina  sobre la movilidad de espermatozoides humanos 

en medio sin Ca2+. 

 
Evaluar el efecto del mibefradil sobre la movilidad de espermatozoides humanos en 

medio sin Ca2+. 
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5.-MATERIALES Y MÉTODOS 

Se utilizaron muestras de semen humano provenientes de 9 donadores sanos, entre los 

22 y 35 años de edad, quienes tuvieron al menos 3 días de abstinencia. Los donadores 

conocieron y firmaron una carta de consentimiento informado  sobre el uso 

experimental de su muestra, autorizada por la Comisión de Ética de la Facultad de 

Medicina de la UNAM, que a su  vez sigue los lineamientos de la convención de 

Helsinki sobre el correcto manejo de muestras  provenientes de humanos.  

Las muestras fueron seleccionadas según las indicaciones de la Organización Mundial 

de la Salud (ver Anexo). 

En el siguiente diagrama se describe de manera global la metodología que se llevó a 

cabo en este trabajo, misma que se detalla en los siguientes párrafos. 

Colecta de muestras

Licuefacción de la muestra
Incubación a 37ºC por 30 min. 

La pastilla obtenida  fue lavada y
centrifugada con medio HSM-H

Aislamiento de los espermatozoides 
por centrifugación con gradientes de 

Percoll isotonico al 75 y 50%

La mitad fue resuspendida 
en medio  capHSM-H

La pastilla resultante se 
dividió en dos

La mitad fue resuspendida 
en medio capHSM-H bajo en Na+

3.5 mM EGTA

Aplicación de tratamientos

CNT
3mM MgCl2

20 µM Valinomicina
20 µM Mibefradil

Aplicación de tratamientos

CNT  EGTA
3mM MgCl2

20 µM Valinomicina
20 µM Mibefradil

CNT Col
CNT Col-EGTA

+
2.5 mM Ca2+
3 mM MgCl2

3.5 mM EGTA

Centrifugación 
10 seg.

Medio  de Colina

Reposiciones

Registros de movilidad en el sistema automatizado CASA

Análisis de resultados

Colecta de muestras

Licuefacción de la muestra
Incubación a 37ºC por 30 min. 

La pastilla obtenida  fue lavada y
centrifugada con medio HSM-H

Aislamiento de los espermatozoides 
por centrifugación con gradientes de 

Percoll isotonico al 75 y 50%

La mitad fue resuspendida 
en medio  capHSM-H

La pastilla resultante se 
dividió en dos

La mitad fue resuspendida 
en medio capHSM-H bajo en Na+

3.5 mM EGTA

Aplicación de tratamientos

CNT
3mM MgCl2

20 µM Valinomicina
20 µM Mibefradil

Aplicación de tratamientos

CNT  EGTA
3mM MgCl2

20 µM Valinomicina
20 µM Mibefradil

CNT Col
CNT Col-EGTA

+
2.5 mM Ca2+
3 mM MgCl2

3.5 mM EGTA

Centrifugación 
10 seg.

Medio  de Colina

Reposiciones

3.5 mM EGTA

Aplicación de tratamientos

CNT
3mM MgCl2

20 µM Valinomicina
20 µM Mibefradil

Aplicación de tratamientos

CNT  EGTA
3mM MgCl2

20 µM Valinomicina
20 µM Mibefradil

CNT Col
CNT Col-EGTA

++
2.5 mM Ca2+
3 mM MgCl2

3.5 mM EGTA

Centrifugación 
10 seg.

Medio  de Colina

Reposiciones

Registros de movilidad en el sistema automatizado CASA

Análisis de resultados  
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5.1.-Aislamiento de los espermatozoides.  

Una vez que la muestra fue colectada, se incubo 30 minutos dentro de una cámara 

húmeda a 37º C para  promover su licuefacción. 

Los espermatozoides vivos fueron separados del plasma seminal mediante gradientes de 

percoll isotónico a 75% y 50% (a pH 7.4 y ambos amortiguados con HEPES 10 mM y 

NaCl 150 mM), mediante el siguiente procedimiento: se coloco en el fondo de un tubo 

cónico de 15 ml  1 ml de percoll 75%, encima de esta se agrego 1 ml de percoll 50% 

cuidando que ambas fases no se mezclaran, posteriormente se coloco la muestra de 

semen y se centrifugo a 3500 rpm durante 20 minutos. Después de la centrifugación se 

desecho el sobrenadante y se obtuvo una pastilla que contenía a los espermatozoides, 

esta fue separa y lavada por centrifugación 5 minutos a 3500 rpm con 5 ml de medio 

HSM-H cuya composición es la siguiente: NaCl 17.5 mM, KCl 8.6 mM, CaCl2 2.5 mM, 

MgCl2 0.49 mM, NaH2PO4 0.3 mM, Na-Piruvato 0.25 mM, Na-Lactato 19 mM, 

Glucosa 2 mM y HEPES 25 mM, ajustado a pH 7.6 con NaOH.  

La pastilla obtenida del lavado fue dividida en dos partes, con la finalidad de ser 

resuspendidas en medios diferentes: uno en medio normal (HSM-H) y otro en medio de 

colina (se sustituye el NaCl por cloruro de colina, un medio bajo en sodio) para los 

análisis de movilidad.  La concentración fue de 20x106 células/ml. 

 

5.2.-Análisis de movilidad 

 

Los espermatozoides obtenidos fueron resuspendidos en dos medios, en el tubo uno se 

adiciono 2.2 ml de medio de capacitación HSM-H (capHSM-H) suplementado con 

3mg/ml de albúmina bovina y 25 mM de NaHCO3; en el tubo dos se adiciono 1 ml de 

medio de capacitación HSM-H bajo en Na+.  

El tubo uno fue dividido en 11 alícuotas de 200 µl cada una colocadas en tubos 

eppendorf (1-11), para los diferentes tratamientos (ver tabla II), de las cuales tres fueron 

usadas para los experimentos de recuperación de la movilidad; el tubo  dos fue dividido 

en cinco alícuotas de 200 µl cada una (12-13), dos alícuotas fueron usadas para los 

tratamientos y tres de reserva.  
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

3.5 mM EGTA - + - + - + - + + + + - + 

3 mM Mg2+ - - + + - - - - - - - - - 

20 µM Valinomicina - - - - + + - - - - - - - 

20 µM Mibefradil - - - - - - + + - - - - - 

Rep. 2.5 mM Ca2+ - - - - - - - - + - - - - 

Rep.3 mM MgCl2 - - - - - - - - - + - - - 

Rep. Colina - - - - - - - - - - + - - 

Tabla II.- Tratamientos aplicados a las muestras de espermatozoides. Las alícuotas 1-

11 fueron incubadas en medio capHSM-H y de 12-13 en medio capHSM-H bajo en Na+ 

a 37ºC. 

 

La alícuota 1 fue usada como control positivo, mientras que la 2 se uso como control 

negativo para estimar el tiempo de caída de la movilidad a ~10%. El análisis de las 

muestras se realizó entre 60 y 75 minutos aproximadamente. 

A las alícuotas 2 a la 8 se les agrego el tratamiento que se indica en la tabla II e 

inmediatamente se tomaron 10 µl de cada una, estos fueron colocados en una placa que 

contiene una cámara de 20 µm de profundidad (Microcell; Conception Technologies, 

San Diego, CA, USA) para su análisis en el sistema computarizado Hamilton Thorne 

Motility Analyzer (HTM-IVOS v.12). Veinte cuadros fueron adquiridos a 60Hz en 

campo oscuro, capturados con un objetivo 20x a una temperatura constante de 37ºC. De 

cada tratamiento entre 2000-3000 células fueron cuantificadas.  

Las alícuotas 9, 10 y 11 fueron usadas para los experimentos de restauración de 

movilidad. En estos casos lo primero que se realizo fue la remoción de Ca2+ con 3.5 mM 

de EGTA, se espero el tiempo necesario para que la movilidad cayera a ~10%, para 

posteriormente reponer el Ca2+ o adicionar Mg2+ según sea el caso. En el caso de la 

alícuota 11 después de la caída de la movilidad, se centrifugo 10 segundos la muestra 

con lo cual se obtuvo una pastilla de espermatozoides, se retiro el sobrenadante del tubo 

y se le agrego medio HSM-H bajo en Na+, que contenía cloruro de colina.  

El EGTA usado se tomo de un stock previamente preparado de 0.5 M de EGTA en ~2 

M NaOH, en esta condición, el pH del  medio apenas llega a variar al adicionar el 

EGTA, y el [Ca2+]e decrece de 2.5 mM a 68 nM acorde a el programa calculador de la 
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concentración de Ca2+ Maxchelator (V.2.1) escrito por Chris Patton de Hopkins Marine 

Station, Stanford University (González-Martínez, 2003). 

 

5.3.-Análisis estadístico 

 

Los valores obtenidos de la cuantificación de la movilidad espermática, fueron de una 

n=9 para el caso de las alícuotas 1-4 y 12-13, mientras que para las alícuotas 5-11 se 

obtuvieron valores de una n=6.  Los resultados numéricos fueron expresados como 

medias ± error estándar, n significa el numero de individuos examinados y analizados 

con una prueba T-student para muestras independientes; valores <0.05 fueron 

considerados como estadísticamente significativos.  
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6.-RESULTADOS 

 

6.1.-EFECTO DE LA REMOCIÓN DE Ca2+ DEL MEDIO EN LA 

MOVILIDAD ESPERMÁTICA 

 

De acuerdo a los antecedentes lo primero que se decidió probar fue la existencia de un 

posible efecto de la remoción de Ca2+ del medio sobre la movilidad inicial. 

Las alícuotas 1 y 2  fueron utilizadas para investigar el efecto de la remoción de Ca2+ 

del medio en la movilidad espermática. La alícuota 1 fue utilizada como control y fue 

incubada únicamente en medio capHSM-H, en tanto que la 2 fue incubada con medio 

capHSM-H al cual posteriormente se le disminuyó el calcio extracelular de 2.5mM en 

condiciones normales a 68 nM mediante la adición de 3.5 mM de EGTA. En estas 

condiciones el porcentaje de movilidad espermática disminuye y después de un tiempo 

la población llega a ser totalmente inmóvil; sin embargo, este efecto es reversible como  

veremos más adelante. El tiempo de exposición (τ) en el cual la población alcanzó 50% 

de la condición inmóvil dentro de la cámara del CASA fue τ=3.96 ± 0.87 min (n=6, 

±ES); cabe señalar que el valor de τ  muestra un rango de variabilidad que va desde 2.09 

a 7.83 minutos. El porcentaje de movilidad fue medido en la placa cada minuto hasta 

que disminuyó a valores ~10%. 

En el caso de los espermatozoides incubados en medio con Ca2+, la movilidad 

espermática permaneció a niveles elevados y sin cambios, durante el mismo periodo de 

tiempo dentro de la cámara del CASA que los espermatozoides tratados con EGTA; al 

tiempo τ  la movilidad en el control se redujo un promedio de 2.07 ± 1.62% , con un 

rango máximo y mínimo de 9.27% de decremento y un incremento de 2.17%.  

Correlacionando los resultados obtenidos con los antecedentes descritos en el marco 

teórico de este trabajo, se pensó que el efecto de la pérdida de la movilidad inicial por 

remoción de Ca2+ del medio podría estar relacionado a la despolarización del potencial 

de membrana y/o al incremento de la [Na+] i debido influjo de Na+ provocados también 

por la remoción de Ca2+ del medio, por lo cual se decidió estudiar esta relación como 

veremos más adelante. 

La grafica 1 muestra trazos representativos del efecto de la remoción de Ca2+ del medio 

en la movilidad espermática. Los círculos blancos (EGTA) muestran el porcentaje de 

movilidad espermática de espermatozoides incubados en medio capHSM-H y 3.5mM de 
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EGTA, en tanto que los círculos negros (Cnt) muestran el porcentaje de movilidad 

espermática en la placa de espermatozoides incubados en medio capHSM-H sin EGTA 

durante el mismo periodo de tiempo.  
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Gráfica 1. Efecto de la remoción de Ca2+ del medio con EGTA sobre la movilidad 

espermática.  

 

6.2.- DETERMINACIÓN DE LA REVERSIBILIDAD DEL EFECTO 

DE LA REMOCIÓN DE Ca 2+ SOBRE LA MOVILIDAD 

ESPERMÁTICA 

 

Posterior a las pruebas realizadas para ver el efecto de la remoción de Ca2+ del medio 

con EGTA, en donde se pierde la movilidad inicial, se investigó si este efecto podía ser 

reversible. 

Debido a que la despolarización del potencial de membrana y el incremento en la [Na+] i 

causados por remoción de Ca2+, dependen de la [Na+]e (González-Martínez, 2003; 

Torres-Flores y cols., 2008), se decidió estudiar si el efecto de la pérdida de la 

movilidad causado por remoción de Ca2+ del medio con EGTA puede ser reversible por 

incubación de espermatozoides en medio capHSM-H bajo en Na+.  
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Además resultados previos muestran que la restauración de Ca2+ al medio puede 

producir un pico transitorio en la [Ca2+] i , una hiperpolarización del potencial de 

membrana, un bloqueo del influjo de Na+ y un lento y pequeño decremento de la [Na+] i, 

en tanto que la adición de concentraciones milimolares de MgCl2 es capaz de revertir la 

despolarización, bloquear el influjo de Na+  y subsecuentemente producir un lento 

decremento en la [Na+] i en los espermatozoides tratados con EGTA (González-

Martínez, 2003; Torres-Flores y cols., 2008); razones por las que también se decidió 

investigar si el efecto de la pérdida de la movilidad por remoción de Ca2+ es reversible 

tanto por restauración de 2.5 mM de Ca2+ como por adición de 3 mM de MgCl2. 

Los experimentos de recuperación de movilidad se llevaron acabo en espermatozoides 

incubados en medio cap HSM-H con 3.5 mM de EGTA, donde el porcentaje de 

movilidad disminuyó a valores ~10%. 

La grafica 2 muestra trazos representativos de los resultados obtenidos durante los 

experimentos de recuperación que indican que el efecto de la pérdida de la movilidad 

espermática por remoción de Ca2+ es reversible. Los círculos blancos muestran el efecto 

de la restauración de Ca2+ a 2.5 mM, en tanto que los círculos negros y los asteriscos 

muestran el efecto de la adición de 3 mM de MgCl2 y el efecto del cambio de los 

espermatozoides de medio capHSM-H con 3.5 mM de EGTA a medio capHSM-H bajo 

en Na+, respectivamente. El tiempo requerido para recuperar el 50% de la movilidad 

espermática (τrec) fue de: 6.3 ± 1.11 (n=6, ±ES) minutos para el caso de la restauración 

de 2.5 mM de Ca2+ , 4.17 ±0.42 minutos en las pruebas realizadas mediante la adición 

de 3 mM de MgCl2  y de 6.95 ± 0.78 minutos para la recuperación en medio capHSM-H 

bajo en Na+.  

Al último tiempo de registro, los valores promedio de recuperación de la movilidad 

espermática alcanzados para cada tratamiento fueron de: 96.40 ± 3.75% para la 

recuperación en 2.5 mM de Calcio, 84.24 ±1.28% en el caso de la adición de 3 mM de 

MgCl2  y de 76.19  ± 3.27% para la recuperación en medio capHSM-H bajo en Na+.  
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Gráfica 2. Reversibilidad del efecto de la pérdida de movilidad espermática por 

remoción de Ca2+ del medio con EGTA. 

 

6.3.-PRESERVACIÓN DE LA MOVILIDAD ESPERMÁTICA EN 

MEDIO SIN Ca2+ 

 

Se realizaron experimentos para probar si la movilidad espermática puede ser 

preservada por adición de 3.5mM de MgCl2 antes de la remoción de Ca2+ con EGTA o 

por incubación de los espermatozoides en medio bajo en Na+, ya que bajo estas 

condiciones se puede inhibir la despolarización del potencial de membrana y el influjo 

de Na+  causados por remoción de Ca2+. 

Debido a que el tiempo que tarda el efecto de la remoción de Ca2+ del medio con EGTA 

es muy variable, se decidió esperar el tiempo necesario para reducir la movilidad 

espermática a valores menores a 25% y en ese mismo periodo de tiempo probar el  

efecto, tanto de la previa adición de 3 mM de MgCl2 como de la incubación de los 

espermatozoides en medio capHSM-H bajo en Na+, antes de la remoción de Ca2+ del 

medio con EGTA. 
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Como se puede observar en la gráfica 3 (n=9 ±ES), el control siempre mostró niveles 

elevados de movilidad (90 ±2.14%), mientras que en el caso de los espermatozoides 

tratados con EGTA hubo una disminución estadísticamente significativa del porcentaje 

de movilidad (24 ±0.92%). En el caso de la incubación de espermatozoides en medio 

capHSM-H bajo en Na+ no se observa algún efecto sobre la movilidad espermática 

(88.11 ±3.59%) y al momento de remover el Ca2+ de este medio con EGTA la 

movilidad disminuye muy poco respecto del control sin haber diferencias significativas 

(80.55 ±5.09%). También se observa que la previa adición de 3.5 mM de MgCl2 a 

espermatozoides incubados en medio capHSM-H no causa efecto en la movilidad 

espermática (87.88 ±3.47%) y al igual que el medio bajo en Na+ previene la pérdida de 

la movilidad espermática tras la remoción de Ca2+ del medio con EGTA (88.33 

±2.64%). 
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Gráfica 3. La incubación de espermatozoides en medio capHSM-H bajo en Na+ y la 

previa adición de 3.5 mM MgCl2 a espermatozoides incubados en medio capHSM-H 

previene la pérdida de la movilidad por remoción del Ca2+ del medio con EGTA (* 

p<0.05). 

 

2+ 
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6.4.-EFECTO DE LA VALINOMICINA SOBRE LA MOVILIDAD 

ESPERMÁTICA EN MEDIO SIN Ca 2+. 

 

Para probar la posible participación de la despolarización del potencial de membrana a 

causa de la remoción de Ca2+ con EGTA, en la pérdida de la movilidad espermática, se  

realizaron experimentos donde se utilizó valinomicina,  un ionóforo de K+, que lleva los 

valores del potencial de membrana a valores cercanos a los de la distribución del K+ a 

través de la membrana plasmática (Ek) para la ecuación de Nernst, en el caso del 

espermatozoide humano el valor que alcanza el potencial de membrana es de -71 mV 

(González-Martínez, 2003). 

En la gráfica 4 (n=6, ±ES) se observa que la fijación del potencial de membrana con 

valinomicina, de espermatozoides incubados en medio capHSM-H, no causa diferencias 

significativas en los niveles de movilidad espermática (83.33 ±1.99%), comparado con 

el control (89.16 ±3.17%). Sin embargo, la remoción de Ca2+ del medio con EGTA en 

espermatozoides tratados previamente con valinomicina, también causa una 

disminución de la movilidad espermática (7.66 ±2.07%), similar a lo observado en los 

espermatozoides tratados únicamente con EGTA (15 ±2.26%). En este caso el 

porcentaje de movilidad fue determinado al tiempo en que la movilidad alcanzó valores 

inferiores a 15% en espermatozoides incubados en medio capHSM-H  y 3.5mM de 

EGTA. 
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Gráfica 4. Efecto de la fijación del potencial de membrana con valinomicina en la 

movilidad espermática en medio sin Ca2+ (* p<0.05). 
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6.5.-EFECTO DEL MIBEFRADIL SOBRE LA MOVILIDAD 

ESPERMÁTICA EN MEDIO SIN Ca 2+.  

 

Como se mencionó en el marco teórico, existe la hipótesis de que en condiciones de 

reposo , hay un canal de Ca2+ cuya actividad contribuye al Ca2+ intracelular en reposo y 

la selectividad de este canal puede ser conferida por la unión del Ca2+ a un sitio externo, 

un sitio que también puede ser ocupado por Mg2+, sin embargo, cuando el Ca2+ es 

removido la selectividad puede ser cambiada a un canal de Na+ de alta conductancia, lo 

que puede resultar en la despolarización del potencial de membrana, el decremento en la 

[Ca2+] i y el incremento observado en la [Na+] i (Torres-Flores y cols., 2008).  

Por lo anterior se decidió probar el efecto de 20 µM de mibefradil, un bloqueador de 

canales de Ca2+, sobre la movilidad espermática.  

En la gráfica 5 (n=6, ±ES) se observa que la adición de 20 µM de mibefradil a 

espermatozoides incubados en medio capHSM-H, causa una pequeña reducción de la 

movilidad espermática (81.66 ±3.41%), teniendo diferencias significativas respecto al 

control (90.83 ±2.24%), en tanto que para el caso de los espermatozoides incubados con 

20 µM de mibefradil y 3.5 mM de EGTA, existe una mayor reducción de la movilidad 

espermática (65.83 ±2.49%), que también presenta diferencias significativas respecto 

del control, aunque no en el grado como los espermatozoides incubados sólo en medio 

capHSM-H y 3.5 mM de EGTA (10.66 ±1.30%). También en este caso el porcentaje de 

movilidad fue determinado al tiempo cuando la movilidad alcanzó valores inferiores a 

15% en espermatozoides incubados en medio capHSM-H y 3.5 mM de EGTA. 
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Gráfica 5. Efecto del mibefradil en la movilidad de espermatozoides incubados en 

medio sin Ca2+ (* p<0.05). 

 

*  
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7.- DISCUSIÓN  

 

En el presente trabajo se buscó estudiar el efecto que tiene la remoción de Ca2+ del 

medio sobre la movilidad en espermatozoides humanos. Para abordar este problema se 

llevó a cabo el análisis de la movilidad espermática con ayuda del sistema automatizado 

CASA bajo diferentes condiciones de incubación. 

En el apartado 6.1 se realizaron estudios para evaluar el efecto de la remoción de Ca2+ 

extracelular sobre la movilidad de espermatozoides humanos, debido a que la remoción 

de Ca2+ extracelular provoca la despolarización del potencial de membrana y el 

incremento en la [Na+] i  lo cual podría afectar la movilidad espermática. 

Los resultados indican que la remoción de Ca2+ del medio con 3.5 mM de EGTA causa 

la pérdida progresiva de la movilidad inicial, hasta llegar a un estado donde la población 

de espermatozoides humanos puede ser completamente inmóvil después de un tiempo, 

en tanto que la movilidad espermática es conservada a niveles altos en espermatozoides 

incubados en medio capHSM-H durante el mismo periodo de tiempo en la placa de 

registro dentro del CASA. 

Después de observar la pérdida de la movilidad espermática por remoción de Ca2+ 

investigamos si este efecto era reversible, los resultados del apartado 6.2 muestran un 

alto nivel de recuperación de la movilidad espermática por restauración de 2.5 mM de 

Ca2+ , por adición de 3 mM de MgCl2 y por incubación de espermatozoides en medio 

capHSM-H bajo en Na+.  

La recuperación de la movilidad puede ser explicada gracias estudios realizados 

previamente (González-Martinéz, 2003; Torres-Flores y cols., 2008), de la siguiente 

forma: la restauración de 2.5 mM de Ca2+ podría estar produciendo un pico transitorio 

en la [Ca2+] i que ayuda a recuperar los niveles de Ca2+ intracelular, posiblemente 

implicando a los canales de calcio dependientes de voltaje ó de CatSper ó ambos, 

hiperpolarizando el potencial de membrana, bloqueando el influjo de Na+ y produciendo 

un lento y pequeño decremento de la [Na+] i; la adición de 3 mM de MgCl2 estaría 

revirtiendo la despolarización del potencial de membrana, bloqueando el influjo de Na+  

y subsecuentemente produciría un lento decremento en la [Na+] i. Por otra parte es 

probable que los espermatozoides tratados con EGTA y que recuperan la movilidad por 

incubación en medio capHSM-H bajo en Na+, lo hagan debido a que la falta de Na+ en 

el medio estaría inhibiendo la despolarización del potencial de membrana y el 
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incremento en la [Na+] i causados por remoción de Ca2+ y debido a que ambos 

fenómenos dependen de la [Na+]e. 

Los estudios del apartado 6.3 realizados para probar si es posible prevenir la pérdida de 

la movilidad espermática, demuestran que ésta puede ser mantenida a niveles similares 

a los de espermatozoides incubados sólo en medio capHSM-H, por adición de 3.5mM 

de MgCl2 antes de la remoción de Ca2+ con EGTA o por incubación de los 

espermatozoides en medio bajo en Na+, probablemente debido a que bajo estas 

condiciones se puede inhibir la despolarización del potencial de membrana y el influjo 

de Na+  causados por remoción de Ca2+(González-Martínez, 2003; Torres-Flores y cols., 

2008). 

El hecho de que la caída de la movilidad no suceda cuando los espermatozoides son  

incubados en medio bajo en Na+, indicó que probablemente la despolarización del 

potencial de membrana, el influjo de Na+ y el subsecuente aumento en la [Ca2+] i, 

provocado por remoción de Ca2+ del medio, pudieran estar relacionados con la pérdida 

de la movilidad espermática. 

Sin embargo, al realizar los experimentos descritos en el apartado 6.4 donde la  

valinomicina por si sola no causa un efecto sobre la movilidad espermática, se descartó 

que la despolarización del potencial de membrana estuviera relacionada con la pérdida 

de la movilidad espermática causada por remoción de Ca2+ del medio, ya que la 

movilidad espermática disminuye al remover el Ca2+del medio, aún cuando el potencial 

de membrana se encuentra fijado a valores de aproximadamente -71 mV, lo cual evita la 

despolarización del potencial de membrana causada por  remoción de Ca2+. 

Lo anterior nos señala que la pérdida de movilidad espermática causada por remoción 

de Ca2+ está probablemente relacionada sólo con el influjo de Na+ y el subsecuente 

aumento en la [Na+] i , y no con la despolarización del potencial de membrana causados 

por remoción de Ca2+ del medio. 

En el apartado 6.5, por último, probamos el efecto del mibefradil, un inhibidor de 

canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo T y L, que además también puede bloquear 

canales de Na+ (McNulty y cols., 2004) y canales de K+ (Gomora y cols., 1999), sobre la 

movilidad de espermatozoides incubados en medio sin Ca2+.  

Los resultados obtenidos muestran que el mibefradil es capaz de conservar parcialmente 

la movilidad espermática en medio sin Ca2+ y que por si mismo causa una ligera 

reducción de la movilidad espermática estadísticamente significativa respecto al control. 
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Posiblemente el mibefradil tiene otro efecto el cual resulta en un decremento en la 

movilidad espermática, como se ha sugerido por el hecho de que la movilidad 

espermática se reduce 10% en medio con Ca2+, un fenómeno  previamente observado 

(Treviño y cols., 2004). En este sentido, el mibefradil es capaz de  bloquear Cav tipo-T 

en células espermatogenicas (Arnoult, y cols., 1998), un influjo de Ca2+ inducido por K+ 

externo (Blackmore y cols., 1999) y un canal de K+ encontrado en el flagelo del 

espermatozoide (Navarro y cols., 2007). 

Por otra parte, el hecho de que el mibefradil ayude a preservar la movilidad espermática 

en ausencia de Ca2+ en el medio, puede deberse también a que evita el influjo de Na+, 

como sucede con la adición de 3 mM de MgCl2 ó en la incubación de espermatozoides 

en medio bajo en Na+. 

Todo lo anterior es consistente con la hipótesis de que en condiciones de reposo , hay un 

canal de Ca2+ cuya actividad contribuye al Ca2+ intracelular en reposo y la selectividad 

de este canal puede ser conferida por la unión del Ca2+ a un sitio externo, un sitio que 

también puede ser ocupado por Mg2+, sin embargo, cuando el Ca2+ es removido la 

selectividad puede ser cambiada a un canal de Na+ de alta conductancia (Torres-Flores 

y cols., 2008) y es probable que el mibefradil pudiese bloquear también este canal. 

Los resultados mostrados en este trabajo revelan que la pérdida progresiva de la 

movilidad espermática inducida por remoción de Ca2+ externo no esta relacionada al 

decremento de la [Ca2+] i, pero si al influjo de Na+ y al subsecuente aumento en la [Na+] i 

o a una consecuencia indirecta de esta, es posible que el influjo de Na+ se dé a través de 

un canal de Ca2+ que permite el paso de Na+ cuando el Ca2+ es removido del medio.  

Estos hallazgos son consistentes con los hechos en espermatozoides desmembranados 

(Feng y cols.., 1988), que muestran que la movilidad inicial no requiere calcio y que la 

posterior perdida de la movilidad espermática es debida a diferentes procesos en la 

membrana. 

Se ha visto que en ausencia de Ca2+ externo CatSper puede conducir Na+ de una manera 

independiente de voltaje (Kirichok y cols., 2006), por lo cual podría estar relacionado 

también con la despolarización del potencial de membrana y con la pérdida de la 

movilidad espermática causadas por remoción de Ca2+ del medio.  

A partir de esto es posible que CatSper pudiera ser el canal responsable del influjo de 

Na+ que se da en ausencia de Ca2+. Consecuentemente, CatSper puede contribuir al 

establecimiento de la [Ca2+] en reposo (Torres-Flores y cols., 2008). 
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En conjunto, lo anterior podría explicar la pérdida de movilidad observada en 

espermatozoides de tipo silvestre y el mantenimiento de ésta en espermatozoides de 

ratones knockout para CatSper 3 y 4 (Jin y cols., 2007).  

Por lo cual, es probable que acorde a los resultados mostrados en este trabajo, la 

remoción de Ca2+ externo no despolariza el potencial de membrana ni incrementa la 

[Na+] i en los espermatozoides de ratones knockout para CatSper, como ocurre en los 

espermatozoides humanos incubados con mibefradil, medio bajo en Na+ y medio 

adicionado con 3 mM de MgCl2. 

Siendo CatSper un canal que también es activado por pH (Kirichok y cols., 2006), hace  

falta estudiar el papel que puede tener el pH sobre la movilidad de espermatozoides 

incubados en medio sin Ca2+.  

Por otro lado, canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo-T han sido detectados en 

espermatocitos de ratón (Arnoult y cols., 1996) y humano (Jagannathan y cols., 2002), 

los cuales en células pituitarias GH3 también permiten el paso de Na+ en la ausencia de 

Ca2+ externo, han sido inmunodetectados en espermatozoides maduros de ratón y 

humano (Treviño y cols., 2004), de tal forma que este tipo de canales pudieran también 

estar involucrados en los procesos que se han expuesto aquí (Torres-Flores y cols., 

2008). 

Como se mencionó en el marco teórico, se ha propuesto que el Na+, puede permear a 

través de canales de Ca2+ en ausencia de Ca2+ externo y que incrementa la [Na+] i, 

también puede estimular la función de la ATPasa Na+/K+ (Espinosa y Darszon, 1995). 

De igual forma, se ha indicado que el incremento en la [Na+] i inducido por remoción de 

Ca2+ del medio, puede soportar una alta actividad de la ATPasa de Na+/K+. Bajo estas 

condiciones el potencial de membrana depende principalmente de la actividad de este 

transportador que hiperpolariza la membrana plasmática sobre la restauración de Ca2+ 

(González-Martínez, 2003). 

Así, es posible pensar que probablemente cuando los espermatozoides son incubados en 

ausencia de Ca2+ externo, la entrada de Na+ causa un alto gasto energético, necesario 

para poder soportar la elevación en la actividad de la ATPasa Na+/K+ que estaría 

tratando de mantener baja la [Na+] i; por lo tanto, posiblemente el ATP usado para este 

propósito estaría teniendo una disponibilidad limitada para poder sostener la actividad 

de la dineína que hidroliza moléculas de ATP y convierte la energía química liberada en 

energía mecánica, que permite el activo deslizamiento del doblete externo de 

microtúbulos, haciendo que el flagelo se doble y el espermatozoide se pueda desplazar.  
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Probablemente la disminución de los niveles de ATP también puede provocar que la 

ACs produzca niveles mas bajos de AMPc y por tanto no se estimule a la PKA, lo cual 

inhibiría la fosforilación de proteínas flagelares que participan en la movilidad 

espermática, haciendo que esta disminuya. 

Para corroborar lo mencionado anteriormente sería necesario realizar experimentos de 

medición de los niveles de ATP y de AMPc en espermatozoides humanos incubados en 

medio sin Ca2+. 
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9.-CONCLUSIONES 

 

- La remoción de Ca2+ con EGTA está relacionado con la pérdida de la movilidad inicial 

en el espermatozoide humano. 

 

-La pérdida de la movilidad inicial en el espermatozoide humano, inducido por 

remoción de Ca2+ con EGTA, es reversible con restitución de Ca2+, similar a la adición 

de 3mM de MgCl2 y parcialmente cuando el medio de capacitación HSM-H es 

remplazado por el medio de capacitación HSM-H bajo en Na+. 

 

-La perdida de la movilidad inicial en espermatozoides humanos, causada por remoción 

de Ca2+ con EGTA, puede ser prevenida por adición previa de 3mM de MgCl2  al medio 

o por incubación en medio bajo en Na+. 

 

-La despolarización del potencial de membrana inducida por remoción de Ca2+ con 

EGTA no está relacionada con la pérdida de la movilidad inicial en el espermatozoide 

humano. 

 

-El influjo de Na+ inducido por remoción de Ca2+ con EGTA está relacionado con la 

pérdida de la movilidad inicial en el espermatozoide humano.  

 

-La incubación con 20 µM de mibefradil causa una pequeña reducción del porcentaje de 

movilidad espermática y previene parcialmente la pérdida de la movilidad inicial 

causada por remoción de Ca2+ con EGTA en espermatozoides humanos. 
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9.-ANEXO 

 

En el manual de laboratorio para la examinación de semen humano y la interacción 

entre semen y moco cervical de la Organización Mundial de la Salud (OMS), se 

establecen los procedimientos y parámetros considerados como estándares en la 

evaluación del semen humano, los cuales podemos observar en la tabla III que se 

presenta a continuación:   

 

Parámetro Valor 

Volumen ≥2ml 

Ph 7.2-7.8 

Concentración espermática ≥20x106 espermatozoides/ml 

Cantidad total de espermatozoides ≥40x106 

Movilidad ≥50% con movilidad progresiva o ≥ 25% 

con movilidad progresiva  lineal 

Morfología ≥50% espermatozoides con morfología 

normal 

Viabilidad ≥50% espermatozoides vivos 

Tabla III.- Parámetros establecidos por la OMS para la evaluación del semen humano 

(WHO, 1999). 
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