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RESUMEN 
 

La capacitación del espermatozoide es un proceso poco conocido, es asociado 

con modificaciones en la composición de la membrana plasmática, alteraciones en 

las concentraciones de iones intracelulares, activación de canales ionicos, 

fosforilación/desfosforilación en residuos de tirosina de proteínas espermáticas. 

Todos estos procesos son regulados por diferentes vías de señalización, de las 

cuales varías están en proceso de estudio o se desconocen. 

 

La temperatura es un factor que influye sobre la movilidad, capacitación y 

reacción acrosomal del espermatozoide. Sin embargo, se encuentra sometida a 

variaciones durante las condiciones in vitro, por lo tanto es importante analizar los 

efectos de la incubación a temperatura ambiente en el espermatozoide humano 

(26º C), ya que no ha sido completamente caracterizado. 

 

En esta tesis se realizaron experimentos para evaluar los efectos de la 

temperatura ambiente sobre la fosforilación en residuos de tirosina en proteínas 

espermáticas. El análisis de la fosforilación en tirosina fue mediante Western Blot. 

 

Los resultados del presente estudio sugieren que los espermatozoides 

capacitados in vitro a temperatura ambiente (26º C) muestran bajos niveles de 

fosforilación y no permite una adecuada maduración del espermatozoide. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

El espermatozoide es una célula especializada y con una capacidad muy limitada 

para sintetizar proteínas. Casi todos sus transportadores iónicos y proteínas se 

sintetizan durante el proceso de la espermatogénesis, donde ocurre la 

diferenciación de las espermatogonias, células progenitoras del espermatozoide 

(Gilbert, 2006). 

El espermatozoide en su camino hacia el ovocito presenta diferentes 

cambios como son la capacitación, la hiperactivación de la movilidad y la reacción 

acrosómal (RA). Estos procesos son indispensables para que el espermatozoide 

pueda fusionarse con el ovocito y fecundarlo. La capacitación ocurre en el tracto 

genital femenino (TGF) y puede reproducirse in vitro en medios fisiológicos que 

contengan bicarbonato y albúmina. Este proceso dura de 4-6 horas, y durante este 

periodo ocurren cambios bioquímicos y biofísicos entre los que destacan: un 

cambio en el potencial de reposo de la membrana celular como resultado de la 

salida de potasio, eliminación de colesterol por la albúmina estimulando la entrada 

de bicarbonato y calcio. Estos iones promueven la actividad de la adenilato ciclasa 

soluble, que produce monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) a partir de AMP. El 

aumento de AMPc activa a la proteína cinasa A, causando que esta active a la 

proteína tirosina cinasa. Simultáneamente el pH intracelular (pHi) aumenta de 6.7 

a 6.85 aproximadamente y la concentración de calcio intracelular ([Ca2+ ]i) en el 

reposo aumenta alrededor de 100 nM (Torres-Flores et al., 2011). 

También se debe señalar que la reducción del contenido de colesterol 

resulta en una disminución en la rigidez de la membrana plasmática y re-arreglos 

y/o modificaciones en el contenido de lípidos y proteínas de esta membrana. Estas 

alteraciones en las propiedades de la membrana plasmática ocasionan una 

cascada de mensajeros llevando a la activación de la proteína tirosina (Gilbert, 

2003). La fosforilación de la tirosina es un aspecto esencial de la capacitación 

(Naz & Rajesh, 2004). 
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La fosforilación de la tirosina está asociada con la maduración del espermatozoide 

en el epidídimo (Dudiki et al., 2015), en este mismo sitio los espermatozoides 

contienen grandes cantidades de colesterol en las membranas plasmáticas, lo que 

ayuda a estabilizarlas (Yanagimachi, 1994). 

La temperatura es un factor que influye sobre los procesos relacionados 

con la fertilización in vivo; se han realizado estudios in vitro con poblaciones de 

espermatozoides humanos antes y después de la capacitación a 37° C y no hay 

cambios significativos entre los parámetros de movilidad. Después de un 

descenso de la temperatura a 31° C la población capacitada refleja grandes 

cambios en eventos de hiperactivación. Esto sugiere que la temperatura es un 

factor de suma importancia para la capacitación del espermatozoide humano 

(Boryshpolets et al., 2015) y es un factor que influye sobre los procesos 

relacionados con la fertilización. Sin embargo, el efecto de la incubación a 

temperatura ambiente en la capacitación del espermatozoide humano no ha sido 

completamente descrito. El presente estudio pretende profundizar en su efecto en 

el espermatozoide humano. 

A continuación se describen las características morfológicas y estructurales del 

espermatozoide humano así como la maduración que debe de llevar a cabo para 

poder fecundar al ovocito. 

 

1. Morfología y estructura del espermatozoide. 
 

El espermatozoide (del griego esperma: semilla, y zóo: animal) es una célula 

haploide con forma hidrodinámica, genéticamente y morfológicamente 

diferenciada, que constituye el gameto masculino. Cada célula espermática es el 

producto final de la gametogénesis. La función del espermatozoide para la cual su 

organización está adaptada es encontrarse con el ovocito y, fusionándose con él, 

hacer que éste empiece a desarrollarse y transmitir al embrión en desarrollo los 

genes paternos  (Ganong et al., 2013). 
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La célula espermática tiene tres regiones altamente diferenciadas y 

especializadas: cabeza, cuello y un flagelo o cola (Figura 1). A su vez estas partes 

están divididas en compartimentos celulares, cada uno con su función (Curry & 

Watson, 1995).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura del espermatozoide. Imagen tomada de Tresguerres et al., 2010. 

 

La principal función de la cabeza es la entrega de la información paterna 

dentro del ovocito, mientras que la del flagelo es la de proporcionar a la célula 

movilidad para viajar en el TGF y penetrar la zona pelúcida (Mortimer, 1997). 
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La cabeza está constituida por el núcleo y el acrosoma, este último es un orgánulo 

similar a un lisosoma en el cual abundan enzimas hidrolíticas como la acrosina, 

hialuronidasa y muchas otras hidrolasas y esterasas, que participan en la lisis de 

la zona pelúcida y la penetración de las células que rodean al ovocito; es una 

caperuza que cubre al núcleo (Tresguerres et al., 2010; Ganong et al., 2013). 

El cuello o pieza conectiva es un segmento corto que une a la cabeza con 

el flagelo, compuesto por una placa basal, el capitulum y por la disposición de 9 

columnas segmentadas que circundan los dos centriolos, uno de los cuales suele 

estar fragmentado, y el otro, es el que le va a dar origen a las fibras y microtúbulos 

del flagelo y va a servir como centro organizativo para la formación del axonema, 

así como de las columnas segmentadas (Gartner & Hiatt,  2002; Álvarez, 2003). El 

cuello sirve como conector y pieza articular.  

El flagelo es la parte más larga del espermatozoide; está constituido por 

pieza media, pieza principal y pieza terminal. Los componentes estructurales 

presentes en el flagelo son el axonema, el complejo mitocondrial, la vaina fibrosa y 

los filamentos axiales (Tresguerres et al., 2010).  

El axonema: está conformado por dos microtúbulos centrales y nueve pares 

de microtúbulos periféricos (Olivera et al., 2006). 

El movimiento flagelar lo genera el axonema, un aparato complejo que se 

construye a partir de, aproximadamente, 250 proteínas, entre ellas las tubulinas y 

las dinein-ATPasas (Inaba, 2003). La energía para mover al flagelo proviene del 

ATP que hidroliza la dineina, una ATPasa que se inactiva a un pHi de 7.2 (Darszon 

et al., 2008). Es una maquinaria especializada destinada a la producción de la 

movilidad eficiente y se ha conservado evolutivamente de protistas a mamíferos 

(Ciolfis et al., 2016). 

La Pieza intermedia: está localizada entre el cuello y la pieza principal, se 

caracteriza por la presencia de la vaina mitocondrial o complejo mitocondrial, 

portadora de enzimas oxidativas, tanto de sustancias endógenas (fosfolípidos) 

como de las exógenas del líquido seminal, así como de enzimas responsables de 
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la fosforilación oxidativa, constituyendo la central de energía para la propulsión del 

flagelo. Presenta características funcionales específicas adaptadas para la 

movilidad del espermatozoide como la resistencia a condiciones hipotónicas y la 

capacidad de utilizar el lactato como sustrato oxidativo (Olivera et al., 2006; 

Tresguerres et al., 2010). 

La Pieza principal: es el segmento más largo del espermatozoide, está 

conformada por la continuidad del axonema, así como por la continuidad de siete 

fibras densas externas presentes en la pieza intermedia, y se diferencia de ésta, 

porque la vaina mitocondrial es sustituida por una vaina fibrosa rodea a las fibras 

densas externas y éstas a su vez al axonema (De Jonge & Barratt, 2006). 

La vaina fibrosa está compuesta por tres columnas longitudinales que 

corren a lo largo de la pieza principal. El 50% de las proteínas presentes en esta 

estructura son las proteínas de anclaje de la cinasa A (AKAPs) en algunas 

especies; su fosforilación en residuos tirosina se cree que pudiera estar 

relacionada con su deslizamiento; también la presencia de enzimas glicolíticas 

(Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa-S, hexoquinasa HK1-S, etc.) sostiene la 

importancia de esta estructura en la movilidad espermática, principalmente en la 

modulación del plano del batido flagelar (De Jonge & Barratt, 2006; Olivera et al., 

2006).  

En la pieza principal terminan las fibras densas externas y la vaina fibrosa; y 

el grosor de esta pieza disminuye en el extremo hacia la pieza terminal. 

La Pieza terminal se compone por el axonema central rodeado por 

plasmalema. 

Finalmente el espermatozoide presenta una cubierta externa: la membrana 

plasmática. Contiene altas concentraciones de fosfolípidos unidos a ácidos grasos 

insaturados, colesterol así como a ácidos grasos libres y glicolípidos en baja 

concentración (De Jonge & Barratt, 2006).  
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Como ya vimos, los espermatozoides son células genética y morfológicamente 

diferenciadas (Figura 1), sin embargo, recién formados, todavía no poseen 

movimiento progresivo ni, mucho menos, están preparados para fusionarse con el 

ovocito, por lo que requieren de un proceso conocido como maduración 

espermática (Visconti & Kopf, 1998; Tresguerres et al., 2010; De Jonge, 2017). 

 

2. Maduración espermática. 

 

La maduración espermática ha sido definida como el desarrollo de la capacidad de 

los espermatozoides para fertilizar al ovocito (Cooper, 2007). Inicia en el epidídimo 

y termina en el TGF (Figura 2) (Breitbart, 2002; Sullivan et al., 2007). 

 

Figura 2. Diagrama que muestra el viaje del espermatozoide desde el órgano reproductor 
masculino hasta la fecundación en el tracto genital femenino y los procesos asociados 
durante su trayecto. Imagen tomada de Tresguerres et al., 2010.  

1. Espermatogenesis

2. Espermiación

3. Maduración epididimal
y almacenamiento

4. Eyaculación

5. Capacitación

6. Hiperactivación

7. Reacción Acrosomal

8. Fertilización

Aparato Reproductor MasculinoAparato Reproductor Femenino
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2.1 Maduración en el epidídimo. 

 

Los espermatozoides son producidos en los túbulos seminíferos, los cuales 

representan la mayor parte del tejido testicular. Los túbulos seminíferos confluyen 

en los conductos de la cabeza del epidídimo, un conducto enrollado que forma una 

capa exterior en la cápsula de los testículos (Hill et al., 2004), en este lugar 

adquieren la movilidad y adquieren otros cambios de maduración (Figura 2) (Fox, 

2011). 

El epidídimo puede dividirse en tres partes: cabeza, cuerpo y cola; se vacía 

en el conducto deferente que transporta los espermatozoides hasta el conducto 

eyaculador y termina en la uretra prostática después de haber recibido la 

confluencia de los conductos de las vesículas seminales. Los espermatozoides 

son esencialmente inmóviles al final de la espermatogénesis, por lo tanto, su 

transferencia de los túbulos seminíferos a la red del testículo es pasiva y se debe 

a la actividad del epitelio ciliado presente en la luz de los conductos y de la 

musculatura presente en sus paredes. El gameto masculino adquiere la capacidad 

de mover el flagelo en su tránsito por el epidídimo, pero el movimiento empieza 

después de la eyaculación (Conti, 2005). 

Durante el periodo de almacenamiento, los espermatozoides liberan 

grandes cantidades de bióxido de carbono y otros productos terminales, ácidos 

que deprimen intensamente su movilidad (Guyton, 1969). Aunado a esto, una de 

las funciones principales del epidídimo es la secreción de proteínas llamadas 

factores descapacitantes, cuya función es evitar que ocurra la reacción acrosomal 

en el tracto reproductor masculino (Jones, 1998). 

La maduración de los espermatozoides ocurre en un periodo aproximado de 

10 a 14 días y pueden permanecer almacenados en el epidídimo varios meses, 

siendo viables. Las glándulas accesorias sexuales secretan la mayoría del líquido 

seminal, el cual protege al espermatozoide y facilita su movilidad, este fluido es 

viscoso, alcalino y contiene fructosa, prostaglandinas y proteínas de coagulación. 
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Estas glándulas incluyen a la vesícula seminal, la próstata y las glándulas 

bulbouretrales (Jenkins et al., 2007). 

Durante su paso por el epidídimo, los espermatozoides adquieren la 

capacidad para desplazarse en sentido anterógrado (movilidad progresiva) y se da 

la activación del único grupo de proteínas pertenecientes a la familia CatSper 

localizadas en el segmento principal del flagelo del espermatozoide. CatSper 

forma un conducto de calcio, sensible a pH´s alcalinos, adquiriendo mayor 

actividad conforme el espermatozoide pasa del medio ácido de la vagina (pH 5) al 

moco cervical (pH 8 en promedio) (Ganong et al., 2013). 

 

2.2 Maduración en el Tracto Genital Femenino. 

 

La eyaculación representa la expulsión del semen de la uretra y en la mayoría de 

los mamíferos son depositados en la vagina (Figura 2). Los espermatozoides 

llegan a los oviductos (trompas de Falopio) 30 a 60 minutos después de la cópula. 

En algunas especies, las contracciones de los órganos femeninos facilitan el 

transporte de los espermatozoides hacia las trompas de Falopio (Ganong, 1990). 

Haciendo referencia al ser humano, una vez eyaculados en la mujer, los 

espermatozoides suben desde el útero hasta el istmo de las trompas uterinas y se 

someten a capacitación. Desde el istmo, los espermatozoides capacitados se 

desplazan rápidamente hasta la porción ampular de las trompas uterinas, donde 

se lleva a cabo la fertilización (Figura 3) (Olivera et al., 2006; Ganong et al., 2013). 
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Figura 3. Secuencia de los procesos que sufre el espermatozoide en el tracto reproductivo 
femenino. A) Después de la eyaculación, una población heterogénea de espermatozoides 
atraviesa el tracto reproductivo femenino. B) Solo unos pocos espermatozoides logran llegar al 
oviducto; desde el útero hasta el istmo de las trompas uterinas y se someten a capacitación. C) 
Durante el tiempo peri-ovulatorio, desde el istmo, los espermatozoides que completan una 
capacitación se desplazan rápidamente hasta la porción ampular de las trompas uterinas, donde se 
lleva a cabo la fertilización. Los diferentes colores indican distintos tipos de espermatozoides: 
muertos (gris), dañado (rojo), normal (azul), hiperactivado (verde-azul) y capacitado (verde). 
(Imagen tomada de López-Úbeda & Matás, 2015). 

 

La composición alcalina (pH entre 7.3 y 7.7) del fluido seminal ayuda a 

neutralizar la acidez del tracto reproductor femenino, ya que el moco cervical  

podría inactivar y matar al gameto masculino. La fructuosa es utilizada por el 

espermatozoide para la producción de ATP y así generar energía para la 

locomoción; la prostaglandina contribuye a la movilidad y viabilidad y puede 

estimular las contracciones del músculo liso dentro del tracto femenino (Jenkins et 

al., 2007). Están presentes también una serie de enzimas que permiten la 

coagulación y licuefacción del eyaculado después de su emisión (Conti, 2005). Las 

proteínas de la coagulación hacen que el semen se coagule después de la 

eyaculación, pero la acción hidrolítica de fibrinolisina más tarde hace que el semen 

coagulado asuma de nuevo una forma más líquida liberando así a los 

espermatozoides (Fox, 2011). 
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Mientras los espermatozoides están en el tracto reproductor femenino terminan el 

proceso de maduración llamado capacitación y el ovocito facilita la fertilización 

liberando atrayentes químicos, los cuales son reconocidos por el espermatozoide 

mediante receptores que se encuentran en la membrana celular (Hill et al., 2004). 

Durante el proceso de capacitación, el espermatozoide muestra movilidad 

hiperactivada, en la cual la curvatura del flagelo se vuelve más pronunciada y 

asimétrica y le permite poder llegar al sitio de la fecundación (Ho & Suarez, 2001). 

Como resultado de la capacitación y por ende la hiperactivación de la 

movilidad, el espermatozoide está preparado bioquímica y morfológicamente para 

realizar la exocitósis denominada reacción acrosomal (Yanagimachi, 1990), 

proceso en el que ocurre la fusión de la membrana plasmática con la membrana 

externa del acrosoma y la liberación eventual del contenido acrosomal (Buffone et 

al., 2012).  

 

2.2.1 Mecanismos de orientación espermática.  

 

La probabilidad de que un espermatozoide encuentre y fecunde el óvulo femenino 

in vivo es muy baja. Esto se debe, en primer lugar, a que el número de 

espermatozoides eyaculados que alcanzan el istmo del oviducto es pequeño 

(Suarez, 2002); en segundo lugar, solo una fracción (  10% en los seres humanos) 

de estos espermatozoides logran ser capacitados, adquiriendo un estado de 

preparación para la fertilización del ovocito (Cohen et al., 1995; Jaiswal & 

Eisenbach, 2002); en tercer lugar, el camino que los espermatozoides tienen que 

recorrer entre el itsmo y el sitio de la fertilización es relativamente largo de 3-5 cm 

en los seres humanos (Tur-Kaspa, 1992). Es por ello, que los espermatozoides no 

puedan alcanzar el ovocito por coincidencia (Hunter, 1993; Eisenbach & 

Tur‑Kaspa; 1998). 
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Por lo tanto, se cree que para lograr encontrar al ovocito in vivo, los 

espermatozoides deben de ser guiados por la existencia de mecanismos de 

orientación espermática en el oviducto. Con base en estudios in vitro, se han 

propuesto tres diferentes mecanismos de orientación, que ocurren en el oviducto: 

quimiotaxis, reotaxis y termotáxis (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Mecanismos de orientación del espermatozoide humano en el tracto genital 
femenino. In vivo, se sugiere que la aparición de estos mecanismos se da de forma secuencial y 
sinérgica. (Bahat & Eisenbach, 2006). 

 

Quimiotaxis (dirección química): mecanismo mediante el cual los 

espermatozoides se mueven como respuesta a un estímulo químico, denominado 

quimioatrayente, el cual es liberado por el ovocito (demostrado en humanos (Ralt 

et al., 1994), conejos (Giojalas et al., 2001) y ratones (Oliveira et al., 1999)). Sin 

embargo, la quimiotaxis por sí sola no puede ser suficiente debido a los 

movimientos peristálticos del oviducto que pueden prevenir la formación de un 

gradiente quimioatrayente de largo alcance in vivo, restringiendo la quimiotaxis a 

una distancia corta del ovocito (Eisenbach, 1999).  
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Reotaxis: desplazamiento hacia o en contra de una corriente de flujo de un fluido 

(se muestra en ratones y humanos) (Eisenbach, 1999). En ratones hembra se 

descubrió flujo de fluido oviductal post coito (Miki & Clapham, 2013). 

Termotaxis (dirección térmica): desplazamiento hacia o en contra de un 

gradiente de temperatura, acercándose o alejándose de la fuente de calor 

(demostrado en conejos, cerdos y humanos). Se propone que este mecanismo 

puede guiar a los espermatozoides por un gradiente de temperatura en sectores 

de la trompa de Falopio una vez ocurrida la ovulación. Esta agradable temperatura 

permite que los espermatozoides vayan hacia el encuentro con el ovocito. Se ha 

reportado que en la ovulación existe una diferencia de temperatura entre el sitio de 

depósito de espermatozoides (más frío) y el sitio de la fertilización (más caliente), 

el gradiente de temperatura está ausente cuando no hay ovulación (Bahat et al., 

2003). 

Se ha reportado un gradiente de temperatura generado en los oviductos de 

conejo (David et al., 1972; Bahat et al., 2003) y cerdo (Hunter & Nichol, 1986) en la 

ovulación. 

La diferencia de temperatura es de aproximadamente 2° C en conejos entre 

el istmo y la unión ampular-ístmica y -0.7° C de diferencia en cerdos apareados 

entre el istmo y el ámpula (Hunter & Nichol, 1986). Estos hallazgos plantean la 

posibilidad de que la diferencia de temperatura podría servir como señal para guiar 

a los espermatozoides al sitio de la fecundación (Hunter, 1998).  

Bahat y colaboradores (2003) demostraron que los espermatozoides de 

conejo y de humanos tienen la capacidad para detectar pequeñas diferencias de 

temperatura (tan pequeñas como 0.5° C y tal vez, incluso inferiores) y responder a 

ella. Se infiere que In vivo la termotaxis puede ser complementaria a la 

quimiotaxis, cada mecanismo puede ser funcional en una región donde el otro 

mecanismo es ineficaz. Una región en la que aparentemente esto ocurre es entre 

el depósito de espermatozoides ístmica y el sitio de la fertilización, en donde existe 

un gradiente de temperatura en la ovulación y la quimiotaxis de largo alcance 
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puede no ocurrir debido a un efecto de mezcla de los movimientos peristálticos del 

oviducto. 

 

3. Capacitación espermática. 

 

El espermatozoide no puede fertilizar al gameto femenino inmediatamente 

después de la eyaculación. La capacitación del gameto masculino consiste en 

cambios metabólicos y estructurales que incluyen el desarrollo de la movilidad 

hiperactivada (se caracteriza por movimientos pronunciados del flagelo y 

movimientos  laterales de la cabeza), la exocitosis acrosomal o reacción 

acrosomal (AR) en respuesta a estímulos de la zona pelúcida (ZP) del ovocito, 

progesterona y fluido folicular (Yanagimachi, 1994). Por lo tanto, la capacitación 

es, por definición, la adquisición de la capacidad fertilizante (De Jonge, 2017). La 

movilidad hiperactivada es un patrón requerido por el espermatozoide para 

penetrar el cumulus y la zona pelúcida del ovocito (Urner & Sakkas, 2003). 

Entre los cambios moleculares que ocurren en la capacitación destacan: la 

concentración de calcio intracelular y otros iones, la composición en la distribución 

de lípidos, la fosforilación de proteínas, la actividad de quinasas y la remoción de 

colesterol debido al contenido de albúmina (Figura 5) (Baldi et al., 1996). 

 

La capacitación se caracteriza por la salida de colesterol de la membrana y el 

ingreso de Ca2+ (Luconi et al., 1996) y HCO3
- al citosol, permitiendo la activación de 

los canales de Ca2+  dependientes de voltaje y del intercambiador de HCO3
- , 

desencadenando la fosforilación en las tirosinas de las proteínas. Este proceso se 

lleva a cabo en las criptas del istmo, donde se adosan los espermatozoides y 

termina con la liberación de ellos hacia el ámpula, en este lugar encuentran al 

ovocito y ocurre el reconocimiento (Olivera et al., 2006). El bicarbonato y el calcio 

inician numerosas vías de señalización, que causan una serie de cambios 
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funcionales en la población de espermatozoides (Leahy & Gadella, 2015). Durante 

la capacitación hay un aumento en el pH intracelular (pHi), el que se atribuye al 

anión bicarbonato, el cual presenta concentraciones bajas en el epidídimo y altas 

en el plasma seminal y oviducto (Figura 5)  (Purohit et al., 1999). 

 

 

 

Figura 5. Bases moleculares de la capacitación espermática. La entrada de bicarbonato 
conduce a la hiperpolarización del potencial de membrana, la activación de la Adenilato ciclasa 
soluble (ACs) (directa o indirectamente al aumentar el pH) y la reorganización de los lípidos en la 
membrana (cambian la posición del colesterol a la parte apical). Esto facilita su eliminación al 
entrar en contacto con albúmina, con lo que se da un aumento en la fluidez de la membrana y 
promueve la entrada de calcio. El calcio activa la ACs, aumenta la fosforilación de proteínas 
espermáticas a través de la vía AMPc / PKA (Imagen tomada y modificada de López-Úbeda & 
Matás, 2015). 
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La albumina es necesaria para remover el colesterol de la membrana plasmática e 

inducir la reorganización e intercambio de fluidos. Estos cambios pueden modular 

el flujo de iones Ca2+ y/o HCO3
-, para activar la Adenilato Ciclasa soluble (ACs) e 

incrementar los niveles de AMPc. Esta proteína puede activar directamente los 

canales de cationes del espermatozoide (Catsper) y así incrementarse los niveles 

de calcio intracelular (Darszon et al., 2011). En humanos, la progesterona activa 

los Catsper y se facilita la afluencia de Ca2+  (Lishko et al., 2011), generando un 

incremento de fosforilación en tirosina de las proteínas de la pieza principal del 

flagelo (Sagare-Patil & Modi, 2016). 

Los esteroles son un componente vital de la membrana plasmática en 

células eucariotas, el esterol celular dominante es el colesterol del que la mayoría 

(aproximadamente el 90%) se localiza en la membrana y se encuentra de forma 

libre. El colesterol tiene un efecto estabilizador sobre la membrana plasmática, se 

encuentra insertado en los espacios intersticiales de la bicapa lipídica con su 

cuerpo rígido junto a la cola acetil grasa de los fosfolípidos vecinos. El flujo de 

colesterol desde la membrana al ambiente extracelular en presencia de albúmina, 

permite una mejor fluidez de la membrana y una redistribución lateral del 

colesterol al borde apical de la cabeza del espermatozoide (Leahy & Gadella, 

2015). 

La generación de radicales libres y eflujo de colesterol cambian las 

propiedades mecano-dinámicas de la membrana por oxidación de los lípidos 

poliinsaturados, generando espacios libres de colesterol. La mayor movilización de 

iones involucra la afluencia de calcio, potasio, cloruro y bicarbonato, así como el 

eflujo de zinc. La capacitación espermática en los mamíferos está acompañada de 

una hiperpolarización de la membrana plasmática del espermatozoide (Zeng et al., 

1995), resultando en cambios en la actividad de los canales iónicos y 

transportadores encargados de controlar el flujo iónico (Salicioni et al., 2007). En 

los espermatozoides se caracterizan varios canales que incluyen: canales de 

calcio dependientes de voltaje tipo T, calcio- ATPasas, bomba de intercambio 

[Ca2+]/ [Na+], intercambiador de bicarbonato y cloruro (Purohit et al., 1999). 
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Además existe una relación entre la capacitación espermática y la fosforilación 

sobre residuos de tirosina de muchas proteínas de la membrana plasmática de 

varias especies incluyendo a los humanos (Marín-Briggiler et al., 2002). Cambios 

en los niveles de segundos mensajeros como AMPc y Ca2+ pueden desencadenar 

una serie de señales intracelulares, tales como la disminución de la fosforilación 

de tirosinas y de este modo modificar las funciones del espermatozoide (He et al., 

2016). 

 

4. Fosforilación de proteínas espermáticas. 

 

Las proteínas son las macromoléculas más abundantes presentes en la célula, 

son la expresión final de la mayoría de los genes y desempeñan múltiples 

funciones. Las cadenas polipeptídicas se modifican después de sintetizarse para 

regular la actividad de la proteína; por ejemplo, a algunos aminoácidos como la 

tirosina se les puede añadir un fosfato al grupo hidroxilo. Las modificaciones como 

ésta crean residuos cargados negativamente que pueden entonces unirse 

iónicamente a otras moléculas.  

La fosforilación de las proteínas es un evento de modificación pos-

traduccional que actúa como uno de los mecanismo de regulación de la célula 

(Naz et al., 2004). Es un medio de regulación en prácticamente todos los procesos 

metabólicos de las células eucariotas. Es un evento complejo que envuelve varias 

señales transmembranales e intracelulares, considerando que la fosforilación de 

proteínas es el resultado de un equilibrio entre fosforilación/ desfosforilación y los 

cambios de temperatura podrían afectar directamente este balance (Marín-

Briggiler et al., 2002). 

La fosforilación y desfosforilación de las proteínas en el aminoácido tirosina 

ha estado implicada en la regulación de una gran variedad de funciones celulares 

como la regulación del crecimiento, proceso de adhesión celular, cambios en el 
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citoesqueleto, así como en el ciclo celular o exocitosis (Gilbert, 2006). El proceso 

de fosforilación es extremadamente importante para regular muchas actividades 

celulares mediante la acción de enzimas denominadas quinasas. Éstas últimas, 

transfieren grupos fosfato desde el ATP a otras proteínas, como consecuencia de 

la fosforilación, cambia el comportamiento de la proteína implicada (Klug et al., 

1999). La fosforilación de la tirosina (TP, por sus siglas en inglés Tyrosine 

Phosphorylation) está ligada desde hace unos años a los procesos de 

capacitación e hiperactivación en los espermatozoides de numerosos mamíferos: 

bovinos (Galantino-Homer et al., 1997), murinos (Visconti & Kopf, 1998), porcinos 

(Tardif et al., 2001) y humanos (Leclerc et al., 1996; Visconti  et al., 2011; Sati et 

al., 2014). 

El incremento en la TP está regulada por una vía dependiente de AMPc que 

involucra a las proteínas quinasas A (PKA) (Klug et al., 1999), cada proteína 

consta de las subunidades reguladora (R) y catalítica (C); la unión de AMPc a las 

subunidades reguladoras, permite la liberación de las cadenas C, en ese momento 

la PKA se encuentra activa (Figura 6) (Battaner, 1993), en ese estado de 

activación fosforilan residuos específicos de serina, treonina y tirosina. La 

estimulación de la subunidad catalítica de PKA permite la interacción con el 

andamio de proteínas, de la familia AKAP (Luconi et al., 2005). 
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Figura 6. Estructura y activación de la proteína quinasa A. A bajas concentraciones de AMPc, 
la holoenzima permanece intacta y las subunidades catalíticas permanecen unidas a las 
subunidades reguladoras. A altas concentraciones de AMPc, éste se une a las subunidades 
reguladoras. Al unirse provoca un cambio conformacional en las subunidades reguladoras que 
sueltan las subunidades catalíticas exponiendo así el sitio activo. Imagen tomada y modificada de 
Martínez et al., 2010. 

 

Las AKAPs son proteínas de anclaje y pertenecen a una familia de proteínas de 

andamiaje, que permiten una vía de señalización común para diferentes funciones. 

Tienen una capacidad para ensamblar complejos multiproteicos y relacionar 

diferentes vías de señalización, presentan una secuencia de reconocimiento que 

se une a las subunidades reguladoras de la PKA (dominio R2D2) (Vizel et al., 

2015). Las primeras proteínas identificadas como sustrato para fosforilación de 

tirosina fueron las proteínas de anclaje quinasa-A (AKAP3 y AKAP4) en 

espermatozoide humano. La proteína AKAP4 está presente únicamente en células 

espermatogénicas y predomina en la vaina fibrosa del flagelo (Naresh et al., 

2015a). 

La fosforilación de tirosina durante la capacitación en el espermatozoide 

humano es dependiente de la vía de señalización AMPc-PKA (Figura 6) (Galantino 

et al., 1997). En esta vía el bicarbonato HCO3
– presente en el tracto reproductor 

femenino, estimula la actividad de la Adenilato Ciclasa Soluble (ACs), la cual se 

s
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encuentra asociada con diferentes orgánulos celulares, para difundir y sintetizar 

AMPc en el sitio donde se localiza su proteína diana PKA. Esta última fosforila a 

las Proteínas de Anclaje Quinasa A (AKAP), presentes en la vaina fibrosa del 

flagelo (Luconi et al., 2005), como AKAP82 y FSP95, fosfoproteínas más 

prominentes durante la capacitación; otras proteínas como CABYR localizada en 

la vaina fibrosa de la pieza principal del flagelo, al ser fosforiladas en tirosina 

adquieren la capacidad de unir calcio durante la capacitación, lo secuestran y 

liberan en la pieza principal estableciendo una unión entre la fosforilación de 

tirosina y calcio (Urner et al., 2003). 

Varias regiones de la membrana de los espermatozoides humanos se 

someten a TP durante la capacitación y la unión a la zona pelúcida. Los cambios 

de fosforilación son dependientes del tiempo y la reacción se inicia en la punta del 

flagelo y se propaga hacia el cuello durante la capacitación. Estos resultados se 

observan a partir de la primera hora en capacitación, y son más marcados a las 

cuatro horas (Sati et al., 2014, Naresh et al., 2015 b). Las proteínas fosforiladas en 

tirosina se localizan en diferentes compartimentos del espermatozoide durante la 

capacitación y la interacción con el ovocito (Urner et al., 2003). Los diferentes 

compartimentos se someten a una secuencia específica de fosforilación durante la 

capacitación y tras la unión a la zona pelúcida (Sakkas et al., 2003). 

En algunos trabajos se muestran proteínas intensamente fosforiladas de 

107 y 95 kDa (Torres-Flores et al., 2008) después de 4 horas de incubación en 

medio de capacitación y podrían corresponder a patrones de fosfoproteínas de 

espermatozoide humano durante la capacitación de 97 y 75 kDa, previamente 

reportados por Luconi y colaboradores (1996). 
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II. ANTECEDENTES 
 

Mahi y Yanagimachi en 1973 realizaron experimentos para analizar los efectos de 

la temperatura en espermatozoides de hámster dorado, los incubaron en un rango 

de 16 a 42° C y evaluaron la movilidad, reacción acrosomal y supervivencia, 

destacando que a 37° C se activan inmediatamente y presentan un mayor 

porcentaje sobre la reacción acrosomal. 

 

Diez años después Lenz y colaboradores en 1983 analizaron los efectos de 

la temperatura sobre la reacción acrosomal de espermatozoides de bovinos. En 

sus resultados la RA y la viabilidad espermática fueron dañadas a 40° C, las 

temperaturas inferiores a 35° C no mejoraron en el parámetro evaluado. Pero 38° 

C fue la temperatura óptima para la reacción. A partir de estos resultados se 

concluyó que eventos que ocurren antes y durante la fertilización son sensibles a 

la temperatura. 

 

Green y Watson en el 2001, realizaron  experimentos con espermatozoides 

de jabalí, capacitados en medio fisiológico durante 2 horas a 39º C y se 

compararon con muestras congeladas a 5º C (100 min.) y recalentadas a 

temperatura fisiológica (39º C) durante 10 min; evaluaron los efectos de la 

temperatura sobre las proteínas fosforiladas en tirosina y concluyeron que la  

incubación in vitro a menor temperatura de 39º C es insuficiente para inducir los 

cambios de una capacitación. Cuatro años después, Bravo y cols. (2005) 

analizaron  espermatozoides de jabalí incubados por 1 ó 4 horas a 39º C en medio 

de capacitación; los compararon con muestras congeladas a 5º C y recalentadas 

durante 10 min a 39º C, evaluaron la fosforilación en tirosina y el estado de 

capacitación. Encontraron una relación directa entre capacitación y la fosforilación 

de tirosina en proteína. 



22 
 

En cuanto a los espermatozoides humanos, algunos informes han descrito cómo 

la temperatura influye sobre la movilidad espermática, en la reacción acrosomal, y 

en la capacidad del espermatozoide para penetrar el ovocito. Considerándola un 

factor importante para la maduración del gameto masculino. 

En el trabajo de Lefièvre y cols. (2002), se incubaron espermatozoides 

humanos a 37º C durante varios periodos de tiempo en condiciones de 

capacitación y no capacitación, se evaluó la actividad de PKA y fosfodiesterasa 

(PDE). Sus resultados indican una actividad alta de la PKA (reguladora de la 

fosforilación de tirosina en proteínas) en espermatozoides capacitados en 

comparación con los no capacitados durante la incubación de 3 horas. En el 

mismo año, Marín-Briggiler y cols. incubaron espermatozoides humanos 

capacitados durante 18 horas a 20 y 37° C, evaluaron hiperactivación, fosforilación 

de la proteína tirosina y reacción acrosomal. Llegando a la conclusión de que el 

espermatozoide humano a temperatura ambiente (20° C) no se capacita; sin 

embargo este efecto de bloqueo no afecta a la reacción del acrosoma cuando los 

espermatozoides son expuestos nuevamente a 37° C. 

Boryshpolets y cols. en 2015 realizaron una  investigación donde analizaron 

el comportamiento de los espermatozoides humanos expuestos a termotaxis; las 

muestras de espermatozoides humanos fueron sometidas a un cambio de 

temperatura rápido (31 a 37° C en 40 segundos), y se les realizó un análisis 

cuantitativo de los parámetros de movilidad y cambios en la dirección del flagelo; 

antes, durante, y después del cambio de temperatura. En sus resultados destacan 

que los espermatozoides tienen alta sensibilidad a los cambios de temperatura 

durante la capacitación (incubación durante 2 hrs). En el mismo año, Ruth Vizel y 

cols. trabajaron con espermatozoides de bovino, para demostrar la importancia de 

la fosforilación de proteínas, en este caso, los resultados sugieren una correlación 

entre la reacción acrosomal y el nivel de fosforilación de tirosina. 

Experimentos más recientes como el de Naresh (2016), donde sometieron a 

espermatozoides de búfalo al enfriamiento (4º C) y criopreservación, observando 

un incremento gradual dependiente del tiempo de la fosforilación de tirosina de 
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varias proteínas; comparado con espermatozoides de eyaculado fresco y 

capacitados a 38º C. Estos resultados sugieren que las diferencias de temperatura 

inducen cambios, sin llegar a una capacitación verdadera. 

En trabajos previos ha sido reportado que la temperatura es un factor que 

influye sobre la fosforilación de proteínas de espermatozoides de hámster 

(Visconti et al., 1999), jabalí (Green et al., 2001) y equinos (De Andrade  et al., 

2012). 

Todos estos estudios concluyen que la temperatura es un factor que influye 

sobre la movilidad, capacitación y reacción acrosomal del espermatozoide. En 

humano, se reporta una temperatura corporal de 37° C (Hansen, 2009). Sin 

embargo, el efecto de la incubación en los espermatozoides humanos capacitados 

a temperatura ambiente no ha sido totalmente descrito, y la mayoría de los 

experimentos han sido realizados en animales de experimentación y pocos con 

espermatozoides humanos. Es importante destacar que la fosforilación en tirosina 

de las proteínas espermáticas es asociada con la capacitación y movilidad en el 

espermatozoide (Mandal et al., 1999) y por ende, la pérdida o daño en alguno de 

estos factores espermáticos afecta la fertilidad (Hernández-Matos & Delgado-

Roche, 2010), se han reportado alteraciones en la fosforilación de tirosina en 

sujetos subfértiles, indicando su papel fisiológico en la fertilización (Buffone et al., 

2009). 

 

 

 

 

 



24 
 

III. JUSTIFICACIÓN  
 

La temperatura es uno de los factores ambientales que más afectan el 

comportamiento animal y la fisiología, debido a que tiene un efecto modulador y la 

termorregulación es un mecanismo que los organismos usan para mantener sus 

funciones vitales e independientes de los cambios de temperatura (Reyes et al., 

2009).  

Entre las variaciones de temperatura, el choque térmico induce una amplia 

variedad de procesos biológicos, entre ellos, altera la fosforilación de algunas 

proteínas celulares y eleva el nivel de fosforilación en tirosina (Kim et al., 2002). 

Lefièvre y cols. (2002) reportan una alta actividad en PKA durante la capacitación 

in vitro del espermatozoide humano a 37º C en contraste con los no capacitados. 

La proteína quinasa es reguladora de la fosforilación de tirosina en proteínas 

espermáticas, y se considera un aspecto esencial de la capacitación (Naz et al., 

2004). Los eventos relacionados con la capacitación son regulados por múltiples 

cascadas de señalización y la fosforilación en tirosina está involucrada en varias 

vías de señalización (Kwon et al., 2014). 

Díaz en el 2015 realizó experimentos con espermatozoides de humano 

capacitados en medio fisiológico durante diferentes intervalos de tiempo a 37º C y 

temperatura ambiente. Evaluó los efectos de la temperatura sobre la 

concentración de Ca2+ intracelular, pHi y movilidad. Sus resultados indican que la 

temperatura ambiente no presentó un efecto negativo sobre las poblaciones de 

espermatozoides capacitados in vitro en la concentración de  Ca2+ intracelular, pHi 

y en la movilidad total; sugiriendo que los espermatozoides humanos pueden ser 

incubados y capacitados a temperatura ambiente. 

La movilidad está relacionada con la fosforilación en tirosina de proteína la 

cual se correlaciona con la temperatura y esto, a su vez es dependiente del 

tiempo. Los espermatozoides humanos normalmente son incubados a 37º C, en 

experimentos in vitro, frecuentemente son sometidos a cambios de temperatura 
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ambiental del laboratorio durante la manipulación de la muestra, se desconoce el 

efecto sobre la fosforilación en tirosina en espermatozoide capacitado a 

temperatura ambiente. 

Por lo que es importante considerar el efecto de la incubación in vitro a 

temperatura ambiente del laboratorio en la capacitación del espermatozoide 

humano, para una mejor comprensión de su fisiología. 
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IV.  HIPÓTESIS 
 

Con base en que a temperatura de 26º C los espermatozoides humanos 

conservan la motilidad, la concentración de Ca2+ intracelular es óptima y ocurre la 

capacitación, se esperaría que la fosforilación de los residuos de tirosina en las 

proteínas espermáticas también se llevara a cabo de manera apropiada. 

 

V. OBJETIVOS 

 

General: 

Evaluar la fosforilación en residuos de tirosina en proteínas espermáticas a 

temperatura ambiente del laboratorio (26° C) en espermatozoides humanos. 

 

 

Particulares: 

 

 Estandarización de la carga de proteína mediante la elaboración de un gel 

de acrilamida teñido con azul de coomasse. 

 

 Determinar el efecto de incubación a temperatura ambiente (26° C) de 

espermatozoides humanos sobre la fosforilación en residuos de tirosina 

evaluada mediante Western Blot (WB). 

 
 Analizar los efectos de la temperatura ambiente (26° C) sobre la 

fosforilación en residuos de tirosina en proteínas espermáticas. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

1. Reactivos y medios. 
 
1.1 Medio de capacitación de espermatozoides. 

La capacitación se realizó in vitro, bajo protocolos establecidos; se llevó a cabo 

mediante la incubación de los espermatozoides en medios definidos y bajo 

condiciones determinadas que mimetizan el ambiente oviductual (Visconti et al., 

2011). Estos medios llevan en su composición sustratos energéticos como el 

piruvato, lactato y glucosa, una fuente proteica, la cual es usualmente albúmina, 

HCO3
- y el Ca2+ (Visconti & Kopf, 1998). 

En la tabla I se muestra el medio que se utilizó para la incubación de los 

espermatozoides humanos, con buffer de HEPES diseñado por Suárez y 

colaboradores (1986). Todos los reactivos se obtuvieron de Sigma o Merck.  
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2. Material Biológico. 

Se utilizaron 6 muestras de semen humano de donadores sanos (ver Anexo A), 

entre los 22 y 30 años de edad, las muestras se recogieron por masturbación con 

tres días de abstinencia sexual. Los donadores conocieron y firmaron una carta de 

consentimiento informado sobre el uso experimental de su muestra, autorizada por 

las Comisiones de investigación y de Ética de la Facultad de Medicina, que a su 

vez sigue los lineamientos de la Convención de Helsinki sobre el correcto manejo 

de muestras provenientes de humanos. 

 
2.1 Purificación de los espermatozoides. 
 

Las muestras fueron seleccionadas según las indicaciones de la Organización 

Mundial de la Salud, es decir, con parámetros normales, de acuerdo con los 

siguientes criterios: concentración ≥ 20 x 106 M/ml; movilidad > 50% y con una 

morfología >14% de espermatozoides normales (OMS, 2010). Una vez colectada 

la muestra, se incubó por 40 minutos a 37° C para su licuefacción.  

Con el objetivo de obtener los espermatozoides vivos de la muestra, se 

realizó la separación de los espermatozoides del plasma seminal mediante 

gradientes discontinuos de percoll. El semen se colocó sobre un gradiente de 1 

mL de percoll al 75 % y 1 mL de percoll al 50 % y se centrifugaron a 3500 rpm 

durante 20 minutos en tubos cónicos de 15 mL (Linares-Hernández et al., 1988). 

La pastilla de espermatozoides se separó y se lavó con medio HSM mediante 

centrifugación a 3500 rpm por 5 minutos.  

Después se llevaron a cabo los tratamientos correspondientes, cada 

muestra fue dividida en 5 fracciones iguales y se agruparon en tres lotes: a) 

muestras en medio de capacitación, b) muestras capacitadas incubadas a 37° C y 

c) muestras capacitadas incubadas a temperatura ambiente (26° C). Las 

concentraciones de los espermatozoides fueron ajustadas a 20 X 106 células/mL. 

Para cada grupo se realizaron las siguientes mediciones 1) basal (medio de 
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capacitación a 0 h), 2) 2 y 4 h en medio de capacitación a 37° C y 3) 2 y 4 h en 

medio de capaciación a 26° C (Tabla II). 

 

3. Análisis de la fosforilación de la tirosina.  

La fosforilación de la tirosina se estudió mediante Western blot. 

 

3.1. Análisis mediante Western Blot 
 

3.1.1. Extracción de proteínas mediante sonicación. 

 

Una vez realizados los tratamientos, los espermatozoides se centrifugaron a 

3000 rpm durante 5 min, se retiró el sobrenadante y se le añadieron 

aproximadamente 50 µL de amortiguador de lisis en proporción 1:1, cuya 

composición química consiste en: Tris-HCL al 62.5 mM, glicerol 25 % a pH 7.6, 

SDS 2 % a pH 6.8. 
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Posteriormente las muestras se sonicaron por 10 minutos con la inclusión de la 

muestra en hielo durante este proceso, para evitar el calentamiento de la misma. 

Después las muestras se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos y el 

sobrenadante se almacenó a -70º C hasta su utilización. 

 

3.1.2. Determinación de la concentración de proteínas. 

 

La concentración de proteínas totales de las muestras se determinó por el método 

de Bradford (1976). Es una técnica sensible (2.5-20 µg de proteína/ml) 

fundamentada en el cambio de color del Azul Brillante de coomassie G-250. La 

interacción entre los grupos aniónicos del colorante y los grupos amino de las 

proteínas forma complejos y causa el cambio de color de marrón-naranja 

(protonado) a un color azul intenso (no protonado). El complejo presenta una 

absorbancia máxima a 595 nm, que es proporcional a la concentración de proteína 

contenida en la muestra. 

Previamente a la determinación de la concentración de proteínas, se realizó 

una curva estándar de albúmina: 

 
 

Para cuantificar la proteína de la muestra problema, solo se colocaron 25 µL 

de la muestra y 1 mL de reactivo Bradford: 

 Blanco 1 2 3 4 5 6 Muestra 
problema 

µg/µL 0 1 2 4 6 8 10 -------- 
H2OµL 100 90 80 60 40 20 0 -------- 
Alb. µL 0 10 20 40 60 80 100 -------- 
Total µL 100 100 100 100 100 100 100 25 
Bradford 

µL  1000 
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Se incubaron las muestras por 5 min en oscuridad y posteriormente se llevó a 

cabo el registro de la absorbancia en una longitud de onda 595 nm, se realizó el 

cálculo mediante la ecuación de la recta. Se consideran valores fiables cuando se 

obtiene un valor de r2 ≥ 0.989 (Figura 7). 

 
 
 
 

Reactivo Bradford PARA 50 mL PARA 100 mL 

Azul de coomassie G250 5 mg 10 mg 

Etanol 2.5 mL 5 mL 

Ac. fosfórico 5 mL 10 mL 

Agua bidestilada o Mili Q Aforar a 50 Aforar a 100 
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3.1.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Las muestras (20 µg de proteína total equivalentes a 3 x 106/mL) se diluyeron 

hasta un volumen final de 30 µL en tampón de carga (Laemmli, 1970). La 

separación de las proteínas se realizó por medio de electroforesis en SDS-PAGE 

(en un gel al 12 %), se transfirieron electroforéticamente a la membrana de 

nitrocelulosa. Ésta se incubó en leche descremada en polvo (Svelty®, Nestle™) al 

3 % PBS durante la noche a 4º C. Posteriormente se incubó con anticuerpo anti-

fosfotirosina (Anti-fosfotirosina monoclonal PY-20; número de catálogo A4595, 

Sigma-Aldrich, USA) a la dilución (1: 2000) acoplado con peroxidasa (Sigma) 

durante 6 horas. La membrana se lavó tres veces durante 10 min cada una con 

PBS-Tween (0,05%) y luego con PBS. Se empleó como control el marcador de 

peso molecular BenchMark™ Pre-Stained Protein de 6 a 180 kDa. Además, se 

realizó la detección de β-tubulina en la misma membrana para corroborar la 

homogeneidad de la carga total de proteínas. Las proteínas fosforiladas en los 

residuos tirosina se detectaron con Immobilon™ Western Chemiluminiscent HRP 

(Horseradish Peroxidase) substrate, Millipore Corp. Para el revelado se utilizaron 

placas radiográficas Kodak Biomax light® que capturan la actividad 

quimioluminiscente se revelaron en un tiempo de 1 a 5 minutos con revelador 

Kodak PROFESSIONAL D-76 para películas, en dilución 1: 6, paso seguido las 

placas se fijaron con Kodak FIXER PROFESSIONAL solución según la 

recomendación del fabricante y para finalizar se enjuagaron con agua desionizada 

30 segundos. Las placas radiográficas obtenidas se analizaron con el software 

ImageJ. Los resultados se graficaron con el programa Origin 7.0 SRO v7.0220 

(B220). 

3.1.4. Análisis  estadístico. 

Todos los datos se expresan como media ± error estándar (ES). Se aplicó una 

ANOVA y una prueba de Tukey; los valores de P < 0.05 fueron aceptados como 

diferencias significativas de acuerdo a los datos obtenidos de cada experimento. 

El análisis de los datos se realizó con el software STATISTICA (data analysis 

software system) versión 7. 
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VII. RESULTADOS 
 
 

1. Estandarización de la carga de proteína espermática.  

Con el objeto de seleccionar la concentración adecuada para una mejor 

visualización de la fosforilación de tirosina en proteínas espermáticas, se probaron 

concentraciónes diferentes de espermatozoides humanos. 

 

En las pruebas se utilizó un SDS-PAGE al 12 %, teñido con azul de 

Coomassie. En la figura 8 se observan los registros de las proteínas de diferentes 

cantidades de espermatozoides; 0.5 x 106 (carril A), 1 x 106 (carril B), 2 x 106 (carril 

C), 3 x 106 (carril D), 4 x 106 (carril E) y 5 x 106 (carril F). En todos los carriles es 

posible detectar la presencia de células, aunque en algunos casos la 

manifestación es difusa como se muestra en el carril A y B; en contraste con los 

carriles C, D, E y F, donde se observa la existencia de proteína espermática con 

una mayor visibilidad. Decidimos utilizar la concentración de 3 millones de 

espermatozoides (equivalente a 20 µg de proteína total) para los siguientes 

experimentos de detección de la fosforilación de proteínas en residuos de tirosina, 

debido a que mostraron un buen margen de medición y visibilidad. 
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2. Efecto de la incubación en diferentes temperaturas y 
tiempos sobre la fosforilación de la tirosina evaluado 
mediante WB. 

 

Con la finalidad de evaluar el efecto de la temperatura sobre la fosforilación de la 

tirosina se incubaron espermatozoides de humano a 26° C y 37° C durante 

diferentes tiempos (hora) de incubación en medio de capacitación. Se observó un 

incremento en los niveles de la fosforilación en residuos de tirosina en proteínas 

espermáticas, en comparación con células no capacitadas (NC), es decir, en 

tiempo 0 h (Figura 9, comparar carril 1 con carriles 2-5), tal como se ha reportado 

en trabajos previos (Liang et al., 2016; He et al., 2016; López-Torres et al., 2017).  
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En la figura 9, se pueden observar las bandas correspondientes a dos proteínas 

de aproximadamente 95 y 105 kDa con fosforilación basal en tiempo 0 h (carril 1). 

Como se esperaba, bajo condiciones de capacitación; la intensidad de estas dos 

bandas de proteínas se incrementó después de las 2 h de incubación, se puede 

observar en los tratamientos diferencias significativas en las bandas fosforiladas 

(Figura 9 y 10; Anexo B) (Liang et al., 2016; He et al., 2016; López-Torres et al., 

2017). 
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Figura 10. Efecto de la temperatura sobre la fosforilación en residuos de tirosinas en 
espermatozoides humanos. Los espermatozoides fueron incubados por 2 o 4 h a 37° C en medio 
de capacitación y por 2 o 4 h a 26° C en medio de capacitación. Para cada uno de los 
experimentos (n=6) se escanearon las transferencias y se analizó la intensidad de las bandas 
usando Image J. Las barras representan la media ± ES. Los asteriscos (*)  muestra las diferencias 
significativas p˂0.05 entre los tratamientos. 

 

Podemos observar una mayor intensidad de las bandas (Figura 9) en el 

tratamiento a 37° C, tanto a 2 h de incubación como a 4 h, lo que se interpreta 

como un incremento del 200 % (carril 3, 2 h) y de un 275 % (carril 2, 4 h) en la 

fosforilación de proteínas en residuos de tirosina, siendo diferentes 

significativamente con el tiempo de 0 h. 
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En el caso de la incubación a temperatura ambiente solo se dio un incremento del 

83.6 % durante 2 h (carril 5), mientras que para 4 h el incremento fue del 134 % 

con relación a los  espermatozoides a 0 h no mostrando diferencias significativas 

(carril 1) (Figura 9 y 11). Estos datos concuerdan con Visconti y cols. (1995, 1999); 

Tardif y cols. (2001); Pommer y cols. (2003) y Grasa y cols. (2006) que han 

reportado un incremento tiempo-dependiente en la fosforilación de tirosinas con el 

estado de capacitación de los espermatozoides y parece ser un prerrequisito para 

que un espermatozoide sea capaz de fecundar (Urner et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Cambio porcentual del efecto de la temperatura sobre la fosforilación en residuos 
de tirosinas en espermatozoides humanos. Las barras representan la media ± ES. Los 
asteriscos (*)  muestra las diferencias significativas p˂0.05 entre los tratamientos. 

 

Por otra parte, los espermatozoides capacitados a 37º C mostraron diferencia 

significativa con los incubados a temperatura ambiente del laboratorio (26º C) en 

un periodo de 2 h y 4 h, mostrando que la incubación a temperatura ambiente 

tiene un efecto negativo en la capacitación de los espermatozoides. 
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VIII. DISCUSIÓN 

 

En los espermatozoides humanos la fosforilación de tirosina es un proceso 

esencial para las funciones del espermatozoide: capacitación, movilidad y reacción 

acrosomal, procesos que serán indispensables para que el espermatozoide pueda 

alcanzar y penetrar al ovocito y es una característica de las células capacitadas 

(Visconti et al., 1995; 1999; Tardif et al., 2001; Pommer et al., 2003; Grasa et al., 

2006; Liang et al., 2016 y Alonso et al.,. 2017). 

En esta tesis la capacitación in vitro fue conseguida por la incubación de los 

espermatozoides en medio de capacitación y no ocurrió cuando se reemplazó por 

un medio sin suplementar (datos no mostrados). Los efectos de los cambios de 

temperatura sobre la fosforilación en residuos de tirosina en proteínas 

espermáticas, fue por lo tanto realizado en un medio de capacitación que contenía 

BSA y NaHCO3, dos componentes absolutamente requeridos para la capacitación 

(Yanagimachi, 1994; Visconti et  al., 1995; 1999 y Urner et al., 2003). 

Los resultados del presente estudio sugieren que es necesaria una 

temperatura de incubación adecuada para la expresión de la capacidad fertilizante 

in vitro del espermatozoide humano ya que, aunque se registró fosforilación en los 

residuos de tirosina de las proteínas espermáticas, no fue suficiente para lograr la 

capacitación de los gametos masculinos. (Harrison, 2004; Áviles, 2011; Torres-

Fuentes, 2015) que se considera prerrequisito para que un espermatozoide sea 

capaz de fecundar (Si et al., 1997; Urner et al., 2001). Es probable que el equilibrio 

de la fosforilación a cargo de las cinasas se haya alterado y que, debido a que la 

temperatura no fue óptima, las enzimas no hayan podido reestablecerlo. Este 

resultado concuerda con lo reportado por otros autores que han registrado un 

incremento importante en la fosforilación de tirosina de proteínas espermáticas 

durante la capacitación. 

La relación entre la capacitación y la fosforilación sobre residuos de tirosina 

de proteínas espermáticas ha sido reportada en varias especies de mamíferos 
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(Harrison, 2004; Áviles, 2011; Torres-Fuentes, 2015). Durante la capacitación 

existe un incremento importante en la fosforilación de tirosina de proteínas 

espermáticas que es iniciado por la activación de PKA (Visconti et al., 1995), este 

incremento se ha reportado como un prerrequisito para que un espermatozoide 

sea capaz de fecundar (Urner et. al., 2001). La PKA fosforila varias proteínas 

diana que inician varias vías de señalización (Salicioni et al., 2007), entre estas se 

encuentra la fosforilación en residuos de tirosina, el cuál, es un evento tardío que 

depende de la presencia de albúmina, Ca2+ y NaHCO3
-
 en un medio de 

capacitación (Ickowicz et al., 2012). 

Se sabe que la iniciación y mantenimiento de la movilidad en el 

espermatozoide involucra la fosforilación de proteínas del espermatozoide y la 

movilidad es altamente regulada por una cascada de fosforilación/desfosforilaición, 

eventos que afectan la actividad de las cinasas. Las proteínas de anclaje cinasa- A 

(AKAPs), son un componente principal de la envoltura fibrosa de la pieza principal, 

son las proteínas más prominentemente fosforiladas en residuos de tirosina e 

involucradas en la movilidad e hiperactivación del espermatozoide, sin embargo la 

caracterización completa aún no es clara (Jha et al., 2002; Ficarro et al., 2003). Se 

han reportado proteínas fosforiladas en tirosina, durante la reacción acrosomal 

(14-200 kDa) (Naz, 1996) y en la zona de unión (Baldi et al., 2000). 

En el trabajo reportado por Díaz en el 2015, se concluye que los 

espermatozoides humanos pueden ser capacitados e incubados a temperatura 

ambiente para evitar los cambios de temperatura en las preparaciones in vitro. Se 

reporta la concentración de Cai
2+  en espermatozoide capacitados a temperatura 

ambiente del laboratorio (25 – 28º C) y a 37º C, con un incremento gradual, 

alcanzando un nivel máximo de concentración en un periodo de 4 h. No se 

registraron cambios significativos entre las diferentes temperaturas utilizadas.  

Sin embargo, al considerar los criterios estándar para identificar hiperactivación 

como velocidad curvilínea (VCL), Linealidad (L) y Amplitud lateral de la cabeza 

(ALH) (Mortimer, 1990), se observan diferencias significativas entre los 
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tratamientos con diferentes temperaturas, encontrándose un decremento en la 

velocidad. 

En este trabajo se reportan datos que indican cambios significativos entre los 

tratamientos a diferentes temperaturas y tiempos durante la incubación. Hay que 

hacer notar las diferencias de la fosforilación en tirosina de las proteínas en los 

espermatozoides humanos capacitados a temperatura ambiente del laboratorio 

(26º C) (134 %) en contraste con los capacitados a 37º C (275 %) durante 4 h. La 

disminución de la fosforilación en los espermatozoides incubados a 26º C durante 

4 h, está relacionada con el decremento de la velocidad de nado del 

espermatozoide; dato que concuerda con resultados descritos en otros 

espermatozoides de mamíferos (Alonso et al., 2017). 

Sí se puedo observar una ligera fosforilación de la tirosina en los 

espermatozoides incubados a 26º C pero en menor proporción con respecto a la 

reportada a 37º C, y no se observó diferencia con el tiempo inicial (0 h). Los 

resultados de estos experimentos sugieren que los espermatozoides humanos 

deben ser incubados a 37º C durante 4 h, para alcanzar los valores óptimos de 

una capacitación verdadera.  

Los logros reportados muestran que la temperatura es un factor que influye 

sobre los procesos de fosforilación en los residuos de tirosina en las proteínas 

espermáticas, un proceso esencial para que se lleve a cabo la capacitación de los 

espermatozoides humanos y adquieran la capacidad de fecundar al ovocito. El 

modelo de exposición a temperatura ambiente contribuye al entendimiento del 

proceso de capacitación. 

Se sugiere realizar experimentos con periodos de incubación menos 

prolongados a temperatura ambiente, para verificar los parámetros esenciales de 

una capacitación óptima y así contribuir al conocimientos de la fisiología del 

espermatozoide humano. 
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IX. CONCLUSION 

 

1. La concentración adecuada para una mejor visualización de la fosforilación 

de tirosina en proteínas espermáticas es de 3 millones de espermatozoides, 

equivalentes a 20 µg de proteína total. 

 

2. La incubación de espermatozoides humanos a temperatura ambiente del 

laboratorio (26° C) muestran bajos niveles de fosforilación y no permite una 

adecuada maduración del espermatozoide. 

 
 

3. Existe una estrecha relación entre la fosforilación en los residuos de tirosina 

y la movilidad en los espermatozoides capacitados. 

  

 

 

X. PERSPECTIVAS 

 

 Analizar los efectos de la temperatura ambiente sobre la reacción 

acrosomal. 

 

 Realizar mediciones sobre la nitrosilación de proteínas. 
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XII. ANEXOS 

Anexo A. Espermatobioscopías de los donadores utilizados en este proyecto, 

donde se corrobora que las muestras de los donadores cumplen con los 

parámetros establecidos como normales por la OMS ( 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"limites

Donadores 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Clinicos"

Días de Abstinencia 4 4 5 5 3 4 5 5 5 3 4 3-6 días

Color blanco- blanco- blanco- blanco- blanco- blanco- blanco- blanco- blanco- blanco- blanco- blanco-

grisáseo grisáseo grisáseo grisáseo grisáseo grisáseo grisáseo grisáseo grisáseo grisáseo grisáseo grisáseo

Olor a  cloro a  cloro a  cloro a  cloro a  cloro a  cloro a  cloro a  cloro a  cloro a  cloro a  cloro

licuefacción 17 25 25 20 20 20 15 20 22 20 20 Antes de 30 min

Acidez iónica 8 8 7,8 8 7,5 8 8 8 7 7 7,5 7 - 8 pH

Volumen 3,6 2,3 2,5 2 2 5 5,5 2,8 3 3,5 3 2-5 ml

Zoospermas/ml 72,3 65,2 58,7 94,6 76,6 58,2 26,8 70 78,3 21,6 21,6 > 20 millones

Zoospermas moviles/ml 54,2 53,7 43 51,3 65,2 49,6 21,9 60 66,1 13,3 13,8 > 10 millones

Vivos % 86 89 88 80 98 98 74 88 83 80 76 > 50 %

Movilidad (%) 74 81 73 54 85 85 82 82 84 61 65 > 50 %

Velocidad promedio (VAP) 49,2 37,3 42 37,2 49 63,4 70,9 37,9 66,9 58,7 55,9 30.0-42.4 mic/seg

Velocidad progresiva (VSL) 35,3 27 32,1 25,6 37,6 47,4 56,9 40,2 48,1 46,2 46,5 26.0-34.8 mic/seg

Velocidad rectilínea (STR) 71 75 74 71 74 74 79 72 71 76 82 71-89 %

Amplitud Lateral de la cabeza (ALH) 5,2 3,5 3,5 3,9 4,6 6 5,2 6.2 6,3 5,3 4,4 > 3.3 mic

Normales (%) 18 15 18 16 18 16 15 15 16 18 15 >14 %

Espermatobioscopias 

Evaluación Macroscópica

Evaluación Microscópica

Índices de Velocidad

Morfología
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Anexo B. Tablas de ANOVA y pruebas estadísticas. 

 

Los valores en color rojos, en cada una de las tablas indican diferencia 

significativa (P < 0.05) entre los tratamientos analizados. 

ANOVA para evaluar el efecto de la temperatura sobre la fosforilación en residuos 

en tirosina de proteínas espermáticas. 

Analysis of Variance (Fosfori lación)
Marked effects are significant at p < .05000

Effect
SS Degr. of

Freedom
MS F p

Intercept
"Var1"
Error

7.695015E+09 1 7.695015E+09326.8230 0.000000
1.526951E+09 4 3.817377E+08 16.2132 0.000001
5.886225E+08 25 2.354490E+07  

Tukey HSD test; Variable: Var 1 (Fosfori lación)
Marked differences are significant at p < .05000

Cell No.
Var1 {1}

10105.
{2}

27785.
{3}

20213.
{4}

13523.
{5}

8452.8
1
2
3
4
5

cnt 0.000145 0.010841 0.740086 0.975460
37 4h 0.000145 0.082070 0.000394 0.000131
37 2h 0.010841 0.082070 0.151728 0.002628
26 4h 0.740086 0.000394 0.151728 0.390638
26 2h 0.975460 0.000131 0.002628 0.390638
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