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Resumen 

 

Actualmente somos más de 7000 millones de personas en el mundo y tanto las economías 

desarrolladas como las emergentes presentan altas tasas de embarazos no planeados a pesar de la 

disponibilidad de anticonceptivos seguros y efectivos. La educación sexual y los anticonceptivos modernos 

(tanto hormonales como no hormonales) han mejorado la calidad de vida de las mujeres, sin embargo no 

todos son adecuados para todas las usuarias, lo cual destaca la necesidad de desarrollar nuevos y mejores 

anticonceptivos masculinos reversibles. Para poder desarrollar este tipo de tecnología es importante conocer 

con detalle la fisiología celular del espermatozoide y caracterizar las vías de señalización celular particulares 

del espermatozoide que conllevan a la fecundación. Uno de los procesos que el espermatozoide debe llevar a 

cabo para fecundar al óvulo es la Reacción Acrosomal (RA) que consiste en la fusión de la membrana del 

acrosoma (vesícula ácida derivada del Golgi) con la membrana plasmática del espermatozoide produciéndose 

la liberación de enzimas líticas que permiten al espermatozoide atravesar las capas externas del óvulo. Este 

evento exocitótico está regulado por las concentraciones de Ca2+ intracelular, sin embargo, se desconocen las 

entidades moleculares que participan en este proceso. El espermatozoide cuenta con dos reservorios 

intracelulares de Ca2+ localizados en la pieza media (envoltura nuclear redundante) y en la parte anterior de la 

cabeza (el acrosoma). Al analizar la movilización de Ca2+ inducida con agonistas de la RA se observa un 

incremento en el Ca2+ que comienza en pieza media y se propaga hacia el acrosoma por lo que es probable 

que ocurra una comunicación entre éstos reservorios.  En otros tipos celulares, la molécula encargada de 

esta comunicación entre reservorios es el Dinucleótido Fosforilado de Ácido Nicotínico y de Adenina  (NAADP 

por sus siglas en inglés), un segundo mensajero que induce la liberación de Ca2+ de reservorios ácidos. El 

NAADP actúa como un disparador de la señal de Ca2+ ya que  amplifica la señal induciendo la liberación de 

Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR por sus siglas en inglés) de otros reservorios. En trabajos previos se demostró 

que el espermatozoide de erizo de mar sintetiza NAADP. En el presente trabajo caracterizamos la 

participación del NAADP en la fisiología del espermatozoide humano. Al adicionar NAADP en su forma 

permeable (NAADP-AM) en espermatozoides humanos, cargados con un colorante fluorescente sensible a 

Ca2+, observamos incrementos en los niveles intracelulares de Ca2+ incluso en ausencia de Ca2+ extracelular. 

Utilizando LysoTracker, una sonda fluorescente que selectivamente se acumula en compartimentos ácidos, 

identificamos dos reservorios de este tipo localizados en la cabeza y en la pieza media del espermatozoide. 

La naturaleza ácida de estos reservorios se confirmó al eliminar la tinción utilizando un bloqueador de la 
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bomba de protones vacuolar denominado Bafilomicina o al eliminar los reservorios ácidos utilizando Glicil-L-

Fenilalanina-2-Naftilamida (GPN por sus siglas en inglés), un disruptor osmótico de lisosomas. De igual 

manera, utilizamos un análogo fluorescente permeable del NAADP, el Ned-19, para teñir las regiones 

subcelulares afines al NAADP las cuales se sobreponen con la tinción del LysoTracker. Estos resultados 

contribuyen al entendimiento de la fisiología del espermatozoide humano y la manera en la que este regula 

sus vías de señalización a través de la concentración de Ca2+ intracelular para poder fecundar al óvulo. 
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Resumen en Inglés (Abstract) 

 

Nowadays we are more than 7000 millions of people in the world and in developed and less-

developed countries there is an increase in unplanned pregnancies despite the availability of safe and 

effective contraceptives. Sexual education and modern contraceptives (hormonal and non-hormonal) have 

improved the quality of life of women, however, not all are suitable for all users, which highlights the need to 

develop new and improved reversible male contraceptive. To develop such compounds it is important to 

understand the sperm physiology and all the signaling pathways involved in the process of fertilization. One of 

the processes sperm must undergo to fertilize the egg is the Acrosome Reaction (AR) that consists in the 

fusion of the acrosome membrane with the sperm plasma membrane releasing the enzymes that allow the 

sperm to penetrate the outer layers of the egg. This exocytotic event is regulated by intracellular Ca2+ 

concentrations; however, the molecular entities involved in this process are still under study. The sperm has 

two intracellular Ca2+ stores located in the mid piece (redundant nuclear envelope) and the anterior part of 

head (acrosome). When the Ca2+ response induced by agonists of the AR is analyzed, an initial increase in the 

Ca2+ signal is observed in the flagellar mid piece that spreads towards the acrosome suggesting a 

communication between the Ca2+ stores. In other cell types, the molecule involved in the communication 

between stores is the Nicotinic Acid Adenin Dinucleotide Phosphate (NAADP), a second messenger that 

induces the release of Ca2+ from acidic stores. NAADP triggers the Ca2+ signaling by amplifying the signal due 

to the Calcium Induced Calcium Release (CICR) process. Previous works have shown that sea urchin sperm 

synthesizes NAADP. Here we characterized the participation of NAADP in human sperm physiology. When 

adding the permeable form of NAADP (NAADP-AM) in human sperm cells loaded with Ca2+ fluorescent dyes, it 

generates an increase in the intracellular Ca2+ concentration even in the absence of extracellular Ca2+. Using 

LysoTracker, we identified two acidic stores located in the head and in the mid piece of the sperm. The acidic 

nature of the stores was confirmed by eliminating the LysoTracker fluorescence using Bafilomycin, an inhibitor 

of the vacuolar proton pump or after lysosomal bursting with glycyl-L-phenylalanine-2-naphthylamide. The 

selective fluorescent NAADP analog, Ned-19, stained the same subcellular regions as LysoTracker, 

suggesting that these stores are the targets of NAADP action. These results contribute to the understanding of 

the physiology of human sperm and the mechanisms by which the Ca2+ signaling pathways are regulated to 

allow sperm to fertilize the egg. 
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Abreviaturas 

 

8pCPT-O-metil-AMPc, 8-(4-Clorofeniltio)-2´-O-metiladenosina3´, 5´-monofosfato monosódico cíclico. 

ACs, adenilato ciclasa soluble.  

ADPRc, adenosin difosfato ribosa cíclica. 

AMPc, adenosin monofosfato cíclico. 

ATP, adenosin trifosfato. 

BSA, albúmina sérica bobina. 

Cav, canales de Ca2+ modulados por voltaje.  

CICR, liberación de Ca2+ inducida por Ca2+. 

DAG, diacilglicerol. 

DIEA, diisopropiletilamina. 

ENR, envoltura nuclear redundante. 

EPAC, proteína intercambiadora de nucleótidos de guanina activada por AMPc. 

FSH, hormona folículo estimulante.  

GPN, Glicil-L-Fenilalanina-2-Naftilamida.  

IP3, inositol trifosfato. 

LH, hormona luteinizante.  

NAAD, dinucléotido ácido adenin nicotínico. 

NAADP, dinucleótido fosforilado de ácido nicotínico y de adenina.   

NAADP-AM, NAADP en su forma permeable.  

NADP, fosfato dinucleotido adenin nicotinamida. 

Pg, progesterona. 

PIP2, fosfatidil inositol 4,5-bifosfato.  

PKA, proteína cinasa A. 

PLC, fosfolipasa C. 

RA, reacción acrosomal. 

RE, retículo endoplásmico. 

SOCE, entrada de Ca2+ operada por pozas. 
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TPC, canales de dos poros. 

TRPC, canales catiónicos de potencial transiente. 

V-H ATPasa, bomba de protones vacuolar.  

ZP, zona pelúcida. 

Introducción 

 

La fecundación es el evento biológico más importante en los organismos de reproducción sexual, en el 

cual los gametos masculino y femenino se fusionan generando un nuevo individuo.  

 

El espermatozoide es una célula haploide compuesta principalmente por cabeza y  flagelo (Figura 1). 

En la cabeza se encuentra el acrosoma (vesícula ácida derivada del Golgi) y el núcleo, ambos rodeados de 

una pequeña cantidad de citoplasma. El acrosoma contiene enzimas hidrolíticas (hialuronidasa y acrosina 

entre otras) que le ayudan al espermatozoide a penetrar las capas externas del óvulo. El flagelo está 

compuesto por pieza media, principal y terminal. En la pieza media se localizan las mitocondrias en un arreglo 

de vaina helicoidal. A lo largo de la pieza media y principal se encuentra el axonema que confiere movimiento 

al espermatozoide gracias a la hidrólisis de ATP. El axonema posee dos microtúbulos centrales rodeados por 

nueve pares de microtúbulos asociados con dineínas. Las dineínas son ATPasas que funcionan como 

motores moleculares que producen la fuerza motriz que impulsa al flagelo.  

 

 

 

Figura 1. Esquema del espermatozoide humano.  Componentes principales del espermatozoide humano. En la 

cabeza se localiza el núcleo y el acrosoma rodeados por una pequeña cantidad de citoplasma. El flagelo se divide en 
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pieza media, pieza principal y pieza terminal. La pieza media se separa de la pieza principal por el anillo. Se indican los 

segmentos ecuatoriales y postacrosomales así como la gota citoplásmica, frecuente en espermatozoides eyaculados. 

Asimismo se señala a la envoltura nuclear redundante (ENR), un grupo de vesículas remanentes de la envoltura nuclear 

producto de la compactación del núcleo. Modificado de (Darszon et al. 2011). 

El espermatozoide es una célula altamente diferenciada que se forma a través de un proceso 

denominado espermatogénesis (Figura 2) y que ocurre en los túbulos seminíferos del testículo. Este proceso 

comienza con la proliferación de las espermatogonias, células madre diploides que se localizan en la base del 

epitelio de los túbulos y proliferan por mitosis. Existen dos tipos de espermatogonias: las tipo A y las tipo B. 

Las espermatogonias tipo A se dividen dando origen a espermatogonias tipo B, las cuales van a llevar a cabo 

el proceso de diferenciación y cuyos descendientes, los espermatocitos primarios, entraran a la primera 

división meiótica generando dos espermatocitos secundarios, éstos entran a meiosis II y se obtienen dos 

espermátidas redondas las cuales llevarán a cabo el proceso de espermiogénesis que implica: una reducción 

de la cantidad de citoplasma generando un cuerpo residual, la condensación de la cromatina (sustitución de 

histonas por protaminas) para compactar el material genético, la formación de la vesícula acrosomal a partir 

del aparato de Golgi, la formación del flagelo a partir de la región centriolar y el agrupamiento de las 

mitocondrias en la base del flagelo (Huleihel, Abuelhija & Lunenfeld 2007). Se calcula que el testículo humano 

produce alrededor de ~1000 espermatozoides por segundo (Amann and Howards 1980).  
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Figura 2. Diagrama de la Espermatogénesis. Se indica el corte longitudinal de un túbulo seminífero y la luz del mismo 

(L). El proceso de diferenciación comienza en la membrana basal y termina en el lumen del túbulo seminífero (L) con el 

apoyo estructural y funcional de las células de Sertoli (indicadas en azul). Las espermatogonias (células madre 

germinales) se localizan cerca de la membrana basal. Los espermatocitos primarios (Leptoteno) se diferencian de las 

espermatogonias y sobrepasan la barrera hematotesticular formada por uniones estrechas de células de Sertoli 

adyacentes. Los espermatocitos secundarios (Paquiteno y Diploteno) se forman en la primera meiosis y se convierten 

en espermátidas redondas en la segunda meiosis. Las espermátidas elongadas son células en espermiación que 

conllevan cambios morfológicos importantes en el núcleo y el cuerpo celular. Durante la fase final de la espermiación, 

se elimina una gran parte del contenido citoplasmático el cual se fagocita por las células de Sertoli para formar los 

espermatozoides completamente diferenciados, el citoplasma residual se conoce como gota citoplásmica. Los 

espermatozoides recién formados se transportan al epidídimo, el cual está compuesto  por un túbulo altamente 

enrollado. El epidídimo se divide en caput, corpus y cauda y el paso del espermatozoide por cada uno de éstos es 

necesario para el proceso de maduración del espermatozoide (Tomado de Darszon et al. 2011).  

 

En humanos, el tiempo total de duración de la espermatogénesis y espermiogénesis es de 64 días  y al 

momento de liberarse los espermatozoides del epitelio seminífero son aún inmaduros e incapaces de tener 

movilidad progresiva y fecundar al óvulo. El espermatozoide adquiere esas habilidades a medida que 
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atraviesa el epidídimo. Durante esta etapa, denominada maduración, ocurren cambios funcionales en 

procesos metabólicos, entre ellos, la fosforilación y desfosforilación de las proteínas motoras (microtúbulos 

conectados a dineínas) del axonema, que dan como resultado la activación de la motilidad (Darszon et al. 

2011). El proceso de maduración en el epidídimo dura entre 10-14 días en humanos. El epidídimo se divide 

en caput, corpus y cauda y cada una de estas regiones secreta diferentes factores que regulan la maduración 

del espermatozoide (Cooper 1990). Los espermatozoides que han madurado en el epidídimo son capaces de 

moverse activamente, pero no tienen la capacidad de fecundar. Durante la eyaculación, los espermatozoides 

del epidídimo entran en contacto con el líquido seminal y el prostático conformando el semen. De igual 

manera, los espermatozoides del semen aún no son capaces de fecundar al óvulo. Esta capacidad la 

adquieren después de permanecer algún tiempo en el tracto genital femenino, periodo denominado 

capacitación. El proceso de la capacitación se describió por primera vez a principios de la década de 1950 en 

experimentos independientes de  Austin y Chang donde demostraron que es necesario que el 

espermatozoide permanezca en el tracto genital femenino antes de ser capaz de fecundar al óvulo (Austin 

1952; Chang 1951). Estos trabajos fueron el preámbulo para que, en menos de diez años, Chang publicara la 

primera fertilización in vitro en conejos utilizando óvulos y espermatozoides de conejos negros que se 

implantaron en conejas blancas y toda la descendencia fueron conejos negros (Chang 1951). A pesar de que 

han transcurrido más de seis décadas desde el descubrimiento de la capacitación, el mecanismo molecular 

de este proceso no se entiende por completo. Publicaciones recientes indican que cambios funcionales 

involucrados en la capacitación resultan de la combinación de procesos secuenciales y en algunos casos 

paralelos. La capacitación comprende múltiples eventos de señalización. Un ejemplo de esto es el hecho de 

que los espermatozoides eyaculados son células mótiles, sin embargo este tipo de motilidad no es suficiente 

para penetrar las capas que rodean al óvulo. Para que el espermatozoide sea capaz de fecundar debe 

modificar su batido flagelar de simétrico y activo a uno mucho más vigoroso y asimétrico. Esta regulación en 

la motilidad está modulada por cambios en el ambiente iónico que rodea al espermatozoide, que 

“hiperactivan” el nado del espermatozoide. A medida que el espermatozoide viaja del epidídimo hacia el tracto 

genital femenino enfrenta cambios significativos en la osmolaridad y en la concentración de varios iones. 

Después de mezclarse con los fluidos seminales, los espermatozoides encuentran un ambiente extracelular 

donde la concentración de  K+ se reduce, mientras que las concentraciones de HCO3
- y Na+ se incrementan 

significativamente. Las concentraciones de HCO3
-  se elevan de 4 mM, en la cauda del epidídimo (Asari et al. 

1996), a 20 mM en el plasma seminal y el tracto femenino (Maas, Storey, and Mastroianni 1977; Okamura et 

al. 1985). El incremento en la concentración extracelular de HCO3
- estimula a la adenilato ciclasa soluble 

(ACs), incrementa los niveles intracelulares de AMPc, que activan a la PKA (Okamura et al. 1985) lo que 

resulta en la fosforilación de un grupo de proteínas (Arcelay et al. 2008). Además, como es de esperarse, los 

cambios en la concentración de iones alteran el potencial de membrana celular (Demarco IA et al., 2003). 
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Otros de los parámetros cruciales son las [Ca2+]i y el pHi (Yanagimachi 1994). Ambos aumentan 

durante la capacitación  (Baldi et al. 2014; DasGupta, Mills, and Fraser 1993; Galantino-Homer et al. 2004) y 

se sabe que, para inducir la capacitación in vitro es necesario que el medio de incubación contenga: Ca2+, 

albúmina sérica y HCO3 (Visconti et al. 2002; Yanagimachi 1994). En el espermatozoide de ratón, este 

proceso requiere  un mínimo de 100-200 µM de [Ca2+]e  (Fraser 1987; Marín-Briggiler et al. 2003), sin 

embargo, usualmente se utiliza 2 mM Ca2+ en los medios capacitantes.  

 

Por su parte, la albúmina es importante para remover el colesterol de la membrana plasmática del 

espermatozoide para inducir la reorganización y el cambio en la fluidez de la membrana (Cross 2003), estos 

cambios en la membrana plasmática del espermatozoide inducida por la albúmina pueden modular los flujos 

de Ca2+ y HCO3 que activan a la ACs y los incrementos en los niveles intracelulares de AMPc (Visconti et al. 

2002). La albúmina también puede actuar de manera independiente a la vía del AMPc al inducir la 

fosforilación de serin-treoninas (Jha et al. 2006).  

 

Otro de los eventos importantes en el espermatozoide, necesarios para la fecundación, es la reacción 

acrosomal (RA), un proceso de exocitosis que en los mamíferos consiste en la fusión de la membrana externa 

del acrosoma con la membrana plasmática del espermatozoide, produciéndose la liberación de enzimas 

líticas acrosomales que permiten al espermatozoide atravesar las células que rodean al óvulo así como las 

capas externas del óvulo (Figura 3) (Darszon et al. 2011). 

 

Actualmente existe un gran debate en el campo sobre la identidad molecular de los inductores 

fisiológicos y sobre cuándo y dónde ocurre la RA. El modelo clásico, propone a la zona pelúcida (ZP) que 

rodea al óvulo como el inductor fisiológico de la RA. La ZP está compuesta por una matriz de cuatro 

glicoproteínas en humano (ZP1-ZP4), mientras que en ratón sólo existen tres glicoproteínas (Monné, Han, 

and Jovine 2006). De estas la ZP3 se consideraba como inductor principal de la RA (Ducibella, Schultz, and 

Ozil 2006; Wassarman and Litscher 2009; Litscher, Williams, and Wassarman 2009). Se han propuesto varios 

candidatos como los receptores de ZP3, sin embargo, los ratones nulos de todos estos candidatos son fértiles 

(Baba et al. 2002; Wassarman and Litscher 2009) por lo que varios reportes sugieren múltiples sitios de 

reconocimiento entre gametos (Nixon and Aitken 2009; van Gestel et al. 2007). Estudios más recientes, en 

espermatozoide de ratón, demostraron que la RA se induce al momento en el que el espermatozoide 

atraviesa las células del cúmulus que rodean al óvulo (M. Jin et al. 2011) (Figura 3). En el estudio observan 

que los espermatozoides comienzan la RA antes de llegar a la ZP y son capaces de penetrar la zona, 

fusionarse con la membrana del ovocito y fecundar.  Además, se incrementa la tasa de fecundación in vitro al 
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coincubar los ovocitos con las células del cúmulus, lo que destaca la importancia de las células del cúmulus y 

su matriz en la fecundación in vivo (M. Jin et al. 2011). Estos hallazgos rompen con paradigmas establecidos 

y obligan a investigar e interpretar de manera diferente la interacción del espermatozoide tanto con las células 

del cúmulus como con el ovocito. 

 

 

 

Figura 3. Diagrama del ovocito rodeado por la zona pelúcida y por células del cúmulus. Durante la ovulación, el 

folículo ovárico se rompe liberando al óvulo rodeado de células de la granulosa, las cuales proliferan y forman múltiples 

capas de células del cúmulus que rodean al ovocito ovulado (amarillo). La presencia de las células del cúmulus 

favorece la fecundación in vitro (M. Jin et al. 2011; Tokuhiro et al. 2012). El aumento en las concentraciones de la 

hormona folículo estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH) induce un proceso proliferativo en las células del 

cúmulus, las cuales secretan ácido hialurónico (azul) que genera una dispersión de las células del alrededor del ovocito. 

Las células del cúmulus están separadas del ovocito por la ZP (gris) la cual está conformada, en humanos, por cuatro 

proteínas (ZP1-4). Modificado de (Okabe 2013) .  

  

Independientemente del inductor o el sitio de la inducción de la RA, solo espermatozoides reaccionados 

son capaces de fecundar al óvulo y es indiscutible que los flujos iónicos a través de la membrana plasmática 

del espermatozoide son importantes para que esta se lleve a cabo. Estos flujos se producen a través de 

transportadores de membrana, como pueden ser canales iónicos, intercambiadores o ATPasas y contribuyen 

a modular la concentración de diversos iones. Particularmente se sabe que los flujos de Ca2+, son 

fundamentales para la movilidad, la capacitación y la RA (Darszon et al. 2011) . La movilización de Ca2+ tanto 
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del interior como del exterior de la célula es esencial para la RA (Yanagimachi 1994). De igual manera, al 

incubar los espermatozoides con una gran variedad de antagonistas de canales de Ca2+ se inhibe este 

proceso, lo que enfatiza la importancia de los canales de Ca2+ en la RA (Darszon et al. 2006; Florman, 

Jungnickel, and Sutton 2008; Publicover, Harper, and Barratt 2007). El modelo propuesto de la cascada de 

señalización de la RA presenta una respuesta de Ca2+ bifásica que involucra al menos tres tipos de canales 

permeables a Ca2+, dos de los cuales se ubican en la membrana plasmática del espermatozoide. En el 

espermatozoide de ratón, al inducir la RA con ZP ocurre un incremento rápido y transitorio de la [Ca2+]i, que 

alcanza su cúspide a los 50 ms y vuelve a su estado basal en aproximadamente 200 ms (Arnoult et al., 1999). 

La farmacología y cinética de este ingreso son consistentes con la apertura de canales de Ca2+ modulados 

por voltaje de la subfamilia 3 (Cav3), sin embargo evidencias recientes obtenidas con ratones nulos para al 

menos dos miembros de esta familia que resultan en ratones fértiles, cuestionan la participación de estos 

canales durante la RA (Escoffier et al. 2007). El segundo incremento de la [Ca2+]i durante la RA se caracteriza 

por ser lento y sostenido, y su duración puede ser de varios segundos e incluso minutos. Se ha propuesto que 

el primer ingreso de Ca2+ ocasionado por ZP3, activa a una PLCδ4 (Fukami et al. 2003) que al metabolizar 

PIP2 produce diacilglicerol (DAG) e IP3, el IP3 es soluble en el citoplasma y se une a sus receptores ubicados 

en la membrana acrosomal y libera el Ca2+ que contiene este reservorio (Walensky and Snyder 1995). Esta 

liberación de Ca2+ ocasiona una segunda entrada de Ca2+ a través de canales operados por pozas (SOCE por 

sus siglas en inglés Store Operated Calcium Entry o SOC) (O’Toole et al. 2000). Existe un gran número de 

evidencias que apoyan la presencia de esta entrada tipo SOCE en espermatozoides de mamífero y de erizo 

de mar, en todos los casos se observa una entrada de Ca2+ dependiente de Ca2+ externo, que ocurre después 

de movilizar el Ca2+ de los reservorios internos (Blackmore 1993; Dragileva, Rubinstein, and Breitbart 1999; 

O’Toole et al. 2000; Hirohashi and Vacquier 2003; Ardón et al. 2009). Experimentos en un modelo de 

espermatozoides permeabilizados de humano, han sugerido que esta segunda entrada de Ca2+ activa a la 

ACs que sintetiza AMPc. El AMPc activa a EPAC, el cual desencadena dos cascadas de señalización 

paralelas activando a proteínas G pequeñas, una de ellas activa a la PLCε sintetizando IP3 y permitiendo una 

segunda salida de Ca2+ de alguno de los reservorios. Esta segunda salida de Ca2+ activa la maquinaria de 

fusión de membranas de los SNARES previamente ensamblada por la cascada de señalización paralela. Esta 

maquinaria de fusión de membranas va a permitir la unión entre la membrana del acrosoma y la membrana 

plasmática del espermatozoide (Branham et al. 2009). 

 

Sin embargo, ninguno de los canales propuestos en el modelo anterior de la reacción acrosomal se han 

registrado electrofisiológicamente en espermatozoides capacitados y como se mencionó anteriormente 

muchos de los ratones nulos para estas proteínas presentan fenotipos fértiles o subfértiles.  
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  Otra de las moléculas fisiológicas inductoras de la reacción acrosomal y cuyo canal ligando se conoce 

para humanos es la progesterona. La progesterona, también conocida como P4, es una hormona esteroide 

involucrada principalmente en el ciclo menstrual, la fecundación, la gestación y en la embriogénesis. Se 

sintetiza principalmente en el cuerpo lúteo, la placenta y las células del cúmulus.  La progesterona está 

presente en todo el tracto genital femenino alcanzando concentraciones micromolares en el cúmulus 

(Osmanet al., 1989; Munuceet al., 2006). Recientemente se reportó que la progesterona activa al canal 

catiónico, específico del espermatozoide, CatSper, lo cual genera una entrada de Ca2+ en esta célula (Lishko, 

Botchkina, and Kirichok 2011; Strünker et al. 2011; Brenker et al. 2012a). Existen registros de las corrientes 

del canal CatSper y varias publicaciones sugieren que este canal controla la concentración intracelular de 

Ca2+ y por lo tanto, el batido flagelar del espermatozoide de ratón, particularmente la hipéractivación (Ren 

2011; Chang and Suarez 2011). Además, los ratones nulos para las diferentes subunidades de CatSper (1 a 

4) son infértiles (Qi et al., 2007). El canal se activa con concentraciones pico y micro molares de progesterona 

y el incremento en las concentraciones de Ca2+ intracelular inducidas por progesterona se reducen en 

presencia de los inhibidores  de CatSper (Lishko, Botchkina, and Kirichok 2011; Strünker et al. 2011). 

 

Como se mencionó anteriormente, trabajos recientes demostraron que, en el modelo de ratón, la RA 

ocurre en las células del cúmulus (Bedford 2011; M. Jin et al. 2011; Sun, Chung, and Chan 2011) donde hay 

altas concentraciones de progesterona, lo cual podría sugerir a la progesterona como la inductora de la RA  

(M. Jin et al. 2011).  

 

Además, independientemente de identificar al inductor de la RA, es importante entender cómo se 

regula la [Ca2+]i en el espermatozoide. Una publicación reciente de Publicover y colaboradores demostró que 

la [Ca2+]i regula la motilidad del espermatozoide generando diferentes comportamientos en el batido flagelar 

que el espermatozoide utiliza para ascender el tracto reproductor femenino y poder fecundar al óvulo. Este 

grupo propone que los reservorios de Ca2+ se movilizan a través de la CICR y que la activación de CatSper 

genera diferentes comportamientos funcionales de acuerdo a la sensibilidad del reservorio de Ca2+ (Alasmari 

et al. 2013). 
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Antecedentes 

 

La cascada de señalización de la RA implica una vía de señalización compleja, para facilitar su estudio 

generalmente se utilizan moléculas permeables que activan la cascada rio abajo del inicio de la señalización. 

Un ejemplo de esto es el uso del análogo permeable del AMPc que activa de manera específica a EPAC 

denominado 8pCPT-O-metil-AMPc. Utilizando este compuesto se analizó la movilización de Ca2+ intracelular 

en el espermatozoide humano eliminando el Ca2+ externo con la finalidad de descartar la entrada de Ca2+ 

externo y únicamente analizar la movilización del Ca2+ de los reservorios intracelulares de Ca2+ (Figura 4) 

(DeBlas et al., no publicado). Al momento de activar a EPAC, se observa un incremento en el Ca2+ intracelular 

que comienza en pieza media y se propaga hacia la cabeza del espermatozoide lo que aparenta ser una 

comunicación entre dos reservorios de Ca2+ (Figura  4). En esta célula se proponen como reservorios de Ca2+ 

al acrosoma, que es una vesícula ácida derivada del Golgi, a la envoltura nuclear redundante (remanentes de 

envoltura nuclear y retículo endoplásmico) localizada en la parte posterior del núcleo y al collar de 

mitocondrias presentes en pieza media (Costello et al. 2009). 
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Figura 4. En ausencia de Ca2+ externo, el 8pCPT-O-Metil-AMPc genera una onda de Ca2+ que comienza en pieza 

media y se propaga hacia la cabeza del espermatozoide. A) Se muestran dos regiones de interés, la primera 

localizada en la pieza media del espermatozoide (REG 1) y la segunda localizada en la parte posterior de la cabeza del 

espermatozoide (REG 2). B) Cinética de los incrementos en fluorescencia al activar a EPAC (flecha) en las dos regiones 

de interés indicadas en A. C) Secuencia de imágenes (1-6) donde se analizan los incrementos en el Ca2+ intracelular en 

una escala de pseudocolor donde bajas concentraciones de Ca2+ se indican en colores fríos mientras que altas 

concentraciones se indican con colores cálidos. Se indica la región de la pieza media (pm) y la región de la cabeza (c) 

de un espermatozoide al momento de agregar 8pCPT-O-Metil-AMPc (De Blas et al., no publicado). 

 

  Actualmente sabemos que, en la señalización por cambios en el Ca2+ no sólo es importante la 

concentración sino también los componentes espacio temporales de estos cambios. Este tipo de señalización 

observada en el espermatozoide al inducir la RA se puede explicar con el modelo de comunicación entre 

reservorios de Ca2+ que probablemente sucede también en el espermatozoide. 

 

Existen tres segundos mensajeros que permiten la liberación de Ca2+ de los reservorios intracelulares. 

Uno de ellos es el IP3 que reconoce a su receptor localizado en RE. Otro es la ribosa cíclica ADP (ADPRc) 

que reconoce receptores de rianodina también localizados en el RE. Esta poza se reabastece mediante la 

ATPasa de Ca2+ que se puede bloquear con Tapsigargina. El tercero de los segundos mensajeros que liberan 
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Ca2+ y el más potente, es el Dinucleótido Fosforilado de Ácido Nicotínico y de Adenina o NAADP que induce 

la liberación de Ca2+ de reservorios ácidos como endosomas y lisosomas. Este tipo de pozas se reabastecen 

generalmente mediante la bomba de protones vacuolar y un intercambiador Ca2+/protón (Figura 5) (Calcraft et 

al. 2009).  

 

 

Figura 5. Comunicación entre reservorios internos de Ca2+ inducida por NAADP. Tanto el retículo endoplásmico 

(RE) como los reservorios ácidos (endosomas y lisosomas) son los principales reservorios de Ca2+.  Los receptores de 

IP3 (InsP3R) y los receptores de rianodina (RyR) regulan la liberación de Ca2+ del RE. Ambos tipos de receptores se 

activan por sus ligandos (IP3 y cADPR, respectivamente) así como por la liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (líneas 

rojas punteadas). El contenido de Ca2+ en el RE se mantiene gracias a la ATPasa de Ca2+, la cual es sensible a 

Tapsigargina. Por el contrario, el NAADP induce la liberación de Ca2+ de reservorios ácidos. Uno de los canales 

propuestos como blanco del NAADP son los canales de dos poros o TPC por sus siglas en inglés. La bomba de 

protones vacuolar  (V-H ATPasa), sensible a Bafilomicina, acidifica el lumen de endosomas y lisosomas, mientras que el 

intercambiador Ca2+/H+ permite la acumulación de Ca2+ en reservorios ácidos siempre y cuando haya H+ en el lumen. 

Por lo tanto, es posible eliminar el contenido de Ca2+ del reservorio ácido al agregar Bafilomicina, eliminar los H+ del 

medio y permitir que el Ca2+ salga a través de los mecanismos de fuga. La liberación de Ca2+ inducida por el NAADP 

amplifica la señal de Ca2+ intracelular al activar el mecanismo de liberación de Ca2+ inducido por Ca2+ de otros 

reservorios (líneas rojas punteadas). 

 

En el modelo se propone que el NAADP es el inductor más potente de salida de Ca2+ de reservorios ya 

que es capaz de activar la liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR), es decir, esta primera salida de Ca2+, 

activa a receptores de IP3 o de rianodina, vaciando otros reservorios de Ca2+ amplificando la señal, 
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funcionando como un disparador o gatillo de la señalización por Ca2+ (Calcraft et al. 2009). Mecanismo que 

probablemente ocurra durante la RA del espermatozoide. 

 

Como se mencionó anteriormente, un incremento sostenido en la [Ca2+]i por minutos se asocia con la 

RA. Existen varios reportes en los que se indica que los reservorios internos participan en este incremento, 

los cuales liberan su contenido de Ca2+ a través del receptor de IP3  (Darszon et al. 2011; Florman, 

Jungnickel, and Sutton 2008; Publicover, Harper, and Barratt 2007) y del receptor de rianodina tipo 3 en 

espermatozoides maduros (Giannini et al. 1995; Treviño et al. 1998; Chiarella et al. 2004). La liberación de 

Ca2+ de los reservorios activa a los canales de Ca2+ activados por el vaciamiento de pozas (SOCs) 

ocasionando un incremento de Ca2+ sostenido. Se han identificado a los componentes de la respuesta SOC 

en el espermatozoide de ratón y humano como son las proteínas STIM, Orai y TRPC.  STIM es una proteína 

localizada en la membrana de reservorios de Ca2+ como el RE, cuando se libera Ca2+ del reservorio, STIM se 

desplaza hacia la membrana plasmática y activa la entrada de Ca2+ a través de los canales TRPC y Orai, 

incrementando la [Ca2+]i en el citoplasma y restableciendo la [Ca2+] en los reservorios (Costello et al. 2009; 

Darszon et al. 2012).  

 

 En cuanto al estudio de segundos mensajeros que movilizan Ca2+,  uno de los primeros trabajos en el 

espermatozoide fue el de Walensky & Snyder  en 1995 donde reportaron la presencia de componentes del 

sistema de señalización de fosfoinosítidos en el espermatozoide de mamífero. Identificaron tanto proteínas G 

como isoformas de la fosfolipasa C (PLC) en la región acrosomal del espermatozoide, las cuales generan IP3  

(Walensky and Snyder 1995).  

  

  Más adelante Billington et al., en el 2006 publicó uno de los primeros trabajos donde se analizó la 

presencia de otros segundos mensajeros que movilizan  Ca2+ como la ADPRc y el NAADP, encontrando una 

maquinaria de síntesis activa que es capaz de sintetizar concentraciones micromolares de ADPRc es el 

espermatozoide humano. Sin embargo, con los métodos utilizados no detectaron NAADP (Billington et al. 

2006). Años después, en un estudio de espermatozoides fusionados con prostasomas se reportó nuevamente 

la presencia de ADPRc  pero no de NAADP en espermatozoides humanos (Park et al. 2011). Sin embargo, en 

el 2010 Vasudevan et al., en espermatozoides de erizo de mar, reportó que el incremento de Ca2+, inducido 

por la gelatina de los ovocitos, estimula la síntesis de NAADP y presenta canales sensibles a este compuesto 

que liberan Ca2+ del acrosoma (Vasudevan et al. 2010). La participación del NAADP en el espermatozoide 

humano no es clara y es importante utilizar otro tipo de metodologías para establecer de manera precisa su 

participación en la reacción acrosomal del espermatozoide.  
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  El NAADP se sintetiza en respuesta a varios estímulos externos dependiendo del tipo celular a partir 

del NADP y ácido nicotínico mediante las ADPribosil ciclasas que realiza un intercambio de bases generando 

el NAADP. De manera interesante, la misma enzima sintetiza ADPRc. Esta enzima se encuentra anclada en 

membrana y dependiendo del pH se favorece la síntesis de uno u otro compuesto. Es importante destacar 

que la enzima también se encarga de degradar el compuesto y su presencia se ha reportado en 

espermatozoides de erizo de mar (Vasudevan, Galione, and Churchill 2008) (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6. Reacciones catalizadas por las ADP-ribosil ciclasas. A partir del NADP y ácido nicotínico (verde), las ADP-

ribosil ciclasas realizan un intercambio de bases generando el NAADP. Estas enzimas también tienen actividad de 

ciclasas generando la ribosa cíclica ADP. Otras reacciones que también llevan a cabo las ADP ribosil ciclasas son 

hidrocilaciones que sintetizan ADP ribosil fosfato (Tomado de Vasudevan et al., 2008).  
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El descubrimiento del NAADP como segundo mensajero que moviliza Ca2+ comenzó con los trabajos 

de Lee y colaboradores quienes observaron que un derivado del NADP era capaz de inducir incrementos en 

el Ca2+ en homogenados de ovocitos de erizo de mar (Clapper et al. 1987). En estudios posteriores, 

purificaron y separaron  los derivados obtenidos del tratamiento alcalino del NADP. El ensayo mostró que el 

derivado activo era distinto al NADP y al NADPH, el peso molecular el compuesto activo era una unidad 

mayor al NADP y que ni el NADP ni el NAAD eran capaces de movilizar Ca2+ incluso al adicionar elevadas 

concentraciones, mientras que el NAADP provocó una liberación de Ca2+ con una EC50 de 30 nM (Lee, 

Aarhus, and Graeff 1995). Años después, el mismo grupo mostró que el NAADP es capaz de liberar Ca2+ de 

reservorios distintos a los activados por la ADPRc, esto lo demostraron utilizando ovocitos de erizo de mar, 

los cuales, al centrifugarlos, se polarizan dejando de un lado el RE y de otro los reservorios ácidos como 

endosomas y lisosomas.  Mostraron visualmente los reservorios de Ca2+ sensibles a ADPRc y a NAADP 

utilizando técnicas de fluorescencia que permiten generar imágenes de Ca2+. Los resultados mostraron que 

los reservorios a pesar de estar separados físicamente, interaccionan durante la fecundación (Lee and Aarhus 

2000). Los organelos blancos del NAADP se identificaron posteriormente como reservorios ácidos 

relacionados con lisosomas (Grant C Churchill et al. 2002). Además, Churchill & Galione mostraron que el 

NAADP induce oscilaciones de Ca2+ que inician al liberar Ca2+ de reservorios ácidos y continúan al inducir la 

liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR) (G C Churchill and Galione 2001). 

 

Como podemos ver,  la participación del NAADP en la movilización de los reservorios de Ca2+ era clara. 

Sin embargo, por mucho tiempo no se tenía claro el blanco de este segundo mensajero y a la fecha existe 

una gran controversia en el campo. 

 

El hecho de que el NAADP moviliza Ca2+ a través de un mecanismo distinto fue claro desde el principio 

ya que la respuesta era insensible a los inhibidores de los incrementos de Ca2+ inducidos por IP3, ADPRc o 

rianodina (Lee and Aarhus 1995). 

 

Dentro de los receptores propuestos considerados como ligandos del NAADP están: los canales 

catiónicos TRP-ML1 localizados en reservorios ácidos (Zhang and Li 2007) y los canales de dos poros o TPC 

por sus siglas en inglés (Two Pore Channels), también expresados en lisosomas y endosomas (Calcraft et al. 

2009). 

 

Muallem y colaboradores analizaron la posible interacción física y funcional entre TRP-ML1 y los 

canales TPC. TRP-ML1 colocaliza e inmunoprecipita con los canales TPC2 (Yamaguchi et al. 2011). Sin 

embargo, la sobreexpresión de los TPC potencia la respuesta de NAADP a diferencia de la sobreexpresión de 
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TRP-ML1. Además, las oscilaciones de Ca2+ inducidas por NAADP en células pancreáticas son idénticas en 

ratones silvestres y en ratones nulos para TRP-ML1. Estos resultados muestran que a pesar la interacción 

entre los canales, éstos funcionan como dos canales iónicos independientes y que los canales TPC, pero no 

los TRP-ML1, responden a NAADP (Yamaguchi et al. 2011). 

 

A pesar de que se han demostrado los efectos del NAADP sobre los canales TPC, no se ha identificado 

el sitio de unión del NAADP en estos canales.  Para detectar directamente éstos sitios de unión, Walseth y 

colaboradores desarrollaron un ensayo de fotoafinidad para el receptor del NAADP utilizando el, 5-N3-NAADP, 

el cual presenta las mismas propiedades de afinidad y especificidad para inducir la liberación de Ca2+.  La 

prueba detectó tres proteínas de 30, 40 y 45 kD en homogenados de ovocitos de erizo de mar, lo cual no 

coincide con el peso de los canales TPC. Al utilizar células de mamífero (SKBR3, HEK293 y células 

pancreáticas de ratón) identificaron dos proteínas de unión de 22 y 23 kDa, las cuales son más abundantes 

en fracciones citosólicas pero también están unidas a membrana donde su afinidad al NAADP sobre el NADP 

es mayor (Lin-moshier et al. 2012). 

 

  Incluso al sobre expresar al TPC1 y TPC2 en las SKBR3 no observan cambios en el marcaje con 

respecto a las células control sin transfectar, lo que sugiere que los TPC no se unen directamente al NAADP. 

Incluso, al trabajar con células que carecen de TPC1 y TPC2 observan el mismo patrón donde interaccionan 

proteínas de 22 y 23 KDa. Estos resultados sugieren que la estrategia de fotoafinidad no puede detectar a los 

TPC o que los TPC no se unen directamente al NAADP (Guse 2012). 

 

Un reporte reciente identificó un posible ligando de canales TPC, al hacer un ensayo para identificar 

interacciones proteína-proteína utilizando los dominios intracelulares de TPC2, encontraron que tanto TPC1 

como TPC2 se unen a la proteína antiapoptótica Hax-1, la cual se localiza predominantemente en citoplasma 

e interacciona con el dominio C terminal de TPC2 (Lam and Galione 2013). Sin embargo, no se han 

comprobado efectos fisiológicos de la unión de Hax-1 a los canales TPC ni la manera en cómo esta 

asociación contribuye en funciones celulares.   

 

Por el momento podemos asumir que los canales TPC no son los únicos blancos del NAADP y que 

este segundo mensajero interactúa con pequeñas proteínas citosólicas. Probablemente, estas proteínas 

citosólicas se unen a diferentes canales iónicos, lo que explicaría la habilidad del NAADP para regular varios 

canales.  
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Para poder entender con mayor detalle las funciones celulares que son reguladas por el NAADP, es 

importante desarrollar herramientas que faciliten el estudio de este “nuevo” segundo mensajero. Uno de los 

retos principales que presenta el estudio del NAADP, es una característica de todos los segundos mensajeros 

celulares y es el hecho de ser una molécula cargada, lo cual funciona muy bien para las células ya que evita 

la salida de la molécula a través de la membrana. Esta característica es muy efectiva desde el punto de vista 

biológico pero, desde el punto de vista experimental, genera dificultades importantes, ya que estos segundos 

mensajeros deben ser inyectados, cargados vía liposomas o electroporados. Todas estas técnicas son 

experimentalmente demandantes, crean alteraciones celulares que afectan la fisiología de la célula y por lo 

tanto los resultados observados y sólo se pueden utilizar en determinados tipos celulares y claramente no en 

espermatozoides.  

 

Una de las herramientas que ayudó de manera importante al entendimiento y caracterización del IP3 

como segundo mensajero de Ca2+ fue el desarrollo del IP3 permeable, en el que los grupos cargados de este 

segundo mensajero se enmascararon con esterificaciones que le permiten al IP3 atravesar la membrana 

plasmática y una vez dentro de la célula, con ayuda de enzimas esterasas, se retiran las esterificaciones, se 

exponen las cargas del segundo mensajero las cuales impiden la salida del IP3,  generando la acumulación de 

este segundo mensajero, permitiendo su acción en el interior celular.   

  

Utilizando la misma estrategia con la que sintetizaron IP3, Parkesh y colaboradores publicaron en el 

2007 la síntesis de un análogo permeable del NAADP utilizando el acetoximetil éster (AM) para generar 

NAADP-AM (Figura 7), el cual es capaz de inducir señalizaciones de Ca2+ reguladas por NAADP. De igual 

manera, mostraron que el NAADP-AM entra en las células y que las esterasas retiran los grupos AM liberando 

al NAADP y haciéndolo biológicamente funcional en el interior de la célula. Este tipo de herramientas facilitan 

de manera importante la investigación en el campo sobre el papel fisiológico del NAADP.  

 

De igual manera, el desarrollo de inhibidores específicos es fundamental para caracterizar cascadas de 

señalización como la movilización de Ca2+ inducida por NAADP en el espermatozoide. Naylor en el 2009 

reportó que el Ned-19 es un bloqueador potente de la liberación de Ca2+ inducida por NAADP, además de ser 

específico y permeable. Esto lo demostró midiendo cambios en el Ca2+ en un homogenado de ovocitos de 

erizo de mar, inducidos por NAADP. La preincubación con 100 µM de Ned-19 inhibe completamente la 

respuesta inducida por NAADP  pero no la de la cADPR ni la del IP3 (Naylor et al. 2009). Otros fármacos que 

se han utilizado para caracterizar la comunicación entre reservorios de Ca2+ son la Bafilomicina (1 µM) un 

inhibitor de la ATPasa de H+ vacuolar la cual, permite mantener el gradiente de protones necesario para la 

entrada de Ca2+ en el reservorio ácido o bien la Glicil-L- Fenilalanina-2-Naftilamida o GPN (50 µM), un 
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disruptor osmótico de los lisosomas (Vasudevan et al., 2008). Recientemente se reportó que el compuesto 

BZ194 inhibe selectivamente la respuesta inducida por NAADP en células T (Dammermann et al. 2009). 

 

Para caracterizar este tipo de señalización en nuestro modelo celular es importante destacar que el 

espermatozoide es una célula altamente diferenciada que carece de retículo endoplásmico, de Aparato de 

Golgi y de toda la maquinaria de síntesis de proteínas. Es una célula que no se puede cultivar ni transfectar.  

En esta célula se proponen como reservorios de Ca2+ al acrosoma, que es una vesícula ácida derivada del 

Golgi, a la envoltura nuclear redundante localizada en la parte posterior del núcleo y al collar de mitocondrias 

presentes en pieza media (Figura 1). Se desconoce cómo interaccionan estas pozas entre sí y si el NAADP 

participa esta interacción en el espermatozoide humano.  

 

  Existen varias razones en las que nos podemos basar para hipotetizar que NAADP participa en la 

reacción acrosomal: 

 

 El acrosoma es un organelo ácido relacionado con los lisosomas  (Dell’Angelica et al. 2000) y el 

NAADP libera Ca2+ de organelos similares a lisosomas en varios tipos celulares (Grant C Churchill et 

al. 2002; Galione and Petersen 2005). 

 

 La farmacología utilizada para inhibir la señalización de Ca2+ en la RA como el verapamil, un inhibidor 

de canales de Ca2+ activados por voltaje o como el SKF96365 también bloquean la liberación de Ca2+ 

inducida por NAADP (Hohenegger et al. 2002; Morgan and Galione 2008). 

 

 En el espermatozoide de erizo de mar, Vasuderman et al., en el 2010 reportó que el incremento de 

Ca2+ estimula la síntesis de NAADP y presenta canales sensibles a este compuesto que liberan Ca2+ 

del acrosoma (Vasudevan et al. 2010).  

 

 Al inducir la RA en el espermatozoide humano se observa una propagación del Ca2+ que comienza en 

la pieza media del espermatozoide y se propaga hacia la parte anterior de la cabeza  en un periodo 

de 12 s, lo que nos indica un proceso de señalización y no de difusión entre éstos dos reservorios de 

Ca2+ (Figura 4). En otros tipos celulares, NAADP regula la comunicación entre reservorios liberando 

Ca2+ de reservorios ácidos,  que inducen la respuesta CICR (Calcraft et al. 2009) y es probable que 

esto esté ocurriendo durante la RA.  
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La caracterización detallada de las moléculas que participan en la cascada señalización que induce la RA 

contribuye al entendimiento de ciertas patologías en los procesos de fecundación y su posible tratamiento. Así 

mismo, el estudio de estos procesos puede ayudar al desarrollo de anticonceptivos masculinos reversibles. 
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Hipótesis 

 

     El NAADP es capaz de liberar Ca2+ de reservorios ácidos, incrementando los niveles intracelulares de Ca2+ 

que inducen la reacción acrosomal del espermatozoide humano. 

 

 

Objetivo General 

 

Analizar la respuesta de Ca2+ inducida por NAADP y su farmacología en espermatozoides de humano. 

 

 

Objetivos Particulares 

 

 Sintetizar NAADP-AM.      

 

 Analizar la movilización de Ca2+ inducida por diferentes concentraciones de NAADP-AM en una 

población de espermatozoides humanos cargados con fluo3 AM utilizando el espetrofluorómetro. 

 

 Probar los efectos de diferentes concentraciones de  los inhibidores de la señalización de NAADP, 

como el Ned-19, el GPN y la Bafilomicina en la señalización de Ca2+ del espermatozoide.   

 

 Identificar reservorios ácidos en el espermatozoide humano. 

 

 Estudiar la movilización de los reservorios intracelulares de Ca2+  al eliminar el Ca2+ externo analizando 

imágenes de célula única del espermatozoide. 
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Métodos 

 

Síntesis de NAADP-AM 

 

 El NAADP se sintetizó a partir de NADP (1 mM) y ácido nicotínico (100 mM) utilizando una reacción de 

intercambio de bases catalizada por una ADP-ribosil ciclasa (17–83 ng/ml) a pH 5, la reacción es lineal y a los 

30 min, a temperatura ambiente, el 60% del sustrato está presente (Aarhus et al. 1995). Disolvimos el NAADP 

(0.030 g, 0.040 mmol) en 0.5 ml de diisopropiletilamina (DIEA) (C8H19N) y evaporamos para formar la sal 

diisopropiletilamonio, este procedimiento se repitió tres veces. La sal se disolvió en 2 ml de acetonitrilo 

(CH3CN), el cual disuelve un amplio rango de compuestos iónicos y compuestos no polares. Agregamos 

nuevamente DIEA (0.026 g, 0.201 mmol) a la mezcla y dejamos agitar a temperatura ambiente por 15 min 

bajo una atmósfera de gas argón, el cual es un gas más denso que el oxígeno y desplaza toda la humedad 

que hay en el ambiente evitando que moléculas de H2O se unan al NAADP, la hidraten e impidan su 

esterificación. Adicionamos lentamente acetoximetil bromida (0.031 g, 0.201 mmol) y dejamos en agitación 

por 24 h (Figura 7). Comprobamos la desaparición del material inicial NAADP mediante cromatografía (H2O: 

metanol: ácido acético: 10:3:0.2). Filtramos los sólidos de la reacción y evaporamos la solución hasta secarla 

y observar un sólido amarillo claro. El sólido se lavó con éter para eliminar el acetoximetil bromida que no 

reaccionó. 
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Figura 7. Síntesis del NAADP-AM. De lado izquierdo se muestra la estructura del NAADP resaltando en  azul las 

cargas negativas de la molécula. Al adicionar acetoximetilbromida se esterifican y enmascaran las cargas negativas del 

NAADP por grupos acetoximetil indicados en rojo del lado derecho de la reacción (Tomado de  Parkesh et al. 2008). 

 

 

Obtención de espermatozoides 

 

 En todos los experimentos se utilizaron espermatozoides que se obtuvieron de muestras de donadores 

sanos, con un periodo de abstinencia sexual entre 2 y 7 días y que cumplían con los parámetros de la 

Organización Mundial de la Salud (Tabla 1). Cada muestra de semen se colectó en el laboratorio dentro de un 

frasco de plástico estéril. Después de la eyaculación, el semen presenta una consistencia semi sólida con 

cuerpos coagulados, para favorecer la heterogeneidad de la muestra, el frasco se incubó en una cámara 

húmeda a 37ºC y 5% de CO2 durante ~40 minutos, promoviendo que la muestra comienza a licuarse, es decir 

a mezclarse, perder su espesor e hidratarse (Ota et al. 2013)(Edition). Posteriormente,  los espermatozoides 

móviles se separaron del semen mediante la técnica de swim-up (nado hacia arriba) (Figura 8) (Makler 1984). 
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Tabla 1. Valores de referencia mínimos del semen humano. Parámetros de la Organización Mundial de la Salud 

determinados por una distribución normal de la población fértil (Manual de laboratorio de la OMS para el examen del 

semen humano, 2011). 

 

 El método de nado hacia arriba se basa en  la migración de los espermatozoides del fluido seminal 

hacia a una capa superior de medio artificial dentro de un tubo de ensayo, es decir, únicamente los 

espermatozoides que son capaces de moverse pueden nadar a la fase superior, las células inmóviles 

permanecen en la fase inferior. En este caso se colocó dentro de un tubo, 500 µl de semen previamente 

licuado, y sobre este se agregó 500 µl de medio HAM’s F-10 suplementado con 2 mM de Ca2+ y 5 mg/ml de 

BSA (i.e., HAM’S F-10 suplementado), evitando la mezcla de ambas fases. El tubo se colocó con una 

inclinación de 45° dentro de una gradilla y se incubó durante 1 hora en una cámara húmeda a 37°C y 5% de 

CO2. Posteriormente las células móviles se recuperaron tomando los 400 μl superiores de la fase de medio 

HAM’s F-10, y se realizó un lavado (3500 rpm, 5 min). Finalmente se ajustó la concentración de 

espermatozoides (1X106/ml). 

 

 Los espermatozoides móviles (1X106/ml) se incubaron en medio HAMS suplementado durante 5 horas 

en una cámara húmeda a 37°C y 5% de CO2 para promover la capacitación. Al finalizar el proceso, se tomó el 

número de espermatozoides requeridos para cada experimento.  

 

Parámetro  Valor límite de referencia mínimo  

Volumen  > 1.5ml  

pH  7.2-7.8  

Concentración Espermática  >20 x10
6 
de espermatozoides por ml

 
 

Cantidad Total de Espermatozoides  >40 x10
6 
 

Movilidad  >40% con movilidad progresiva o 
> 25% con movilidad progresiva lineal  

Morfología  > 4% espermatozoides con morfología normal  

Viabilidad  > 50% espermatozoides vivos.  
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Figura 8. Diagrama esquemático del protocolo experimental para la separación de espermatozoides mótiles  de 

la muestra mediante el método de swim up (nado hacia arriba). La muestra se incuba por un periodo de 30 min a 

37°C con 5% de CO2 para disminuir su viscosidad, se colocan 500 µl de la muestra en el fondo de los tubos de ensayo 

y sin romper las fases se agrega 1 ml del medio Ham´s suplementado con BSA y CaCl2 a cada uno. Los tubos se 

inclinan 30° para facilitar el nado de los espermatozoides móviles hacia la fase superior y se incuban nuevamente a 

37°C con 5% de CO2 durante 1 hora. Posteriormente, recuperamos 400 µl de la fase superior de cada uno de los tubos 

colectándolos en un solo tubo, tomamos 10 µl para cuantificar la concentración de la células utilizando la cámara 

Makler, cuantificamos el número de espermatozoides móviles presentes en tres filas o columnas de la cuadrícula. El 

promedio del conteo de estas nos indica el millón de células por mililitro. Ajustamos la concentración de células y 

capacitamos durante 5 horas a 37°C con 5% de CO2  (Modificado de (Mata-Martínez et al. 2013).  

 

Incorporación del indicador Fluorescente 

 

 La medición del cambio en la concentración de Ca2+ intracelular se hizo empleando el colorante 

fluorescente sensible a Ca2+ fluo3 AM. Para introducir el colorante en las células capacitadas, diluimos la 

concentración de células que se ocuparon dependiendo del tipo de experimento en un volumen de 1 ml  con 

una concentración final de 2 μM de fluo3 AM e incubamos 30 min a 37°C con 5% de CO2. Al terminar 

lavamos las células y resuspendimos en medio de registro ajustando la concentración a 100 millones de 

espermatozoides por ml.   
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Medición de cambios en la [Ca2+]i en una población de espermatozoides 

 

 Los registros de Ca2+ se obtuvieron utilizando un Espectrofluorómetro SLM-AMINCO operado por el 

software de adquisición OLIS Global Works. Para excitar al fluoróforo Fluo3AM utilizamos una longitud de 

excitación de 505 nm registrando la longitud de emisión de 525 nm. En la cámara de muestra del fluorómetro 

colocamos un tubo de ensayo con 570 µl de medio de registro, 30 µl de la suspensión de espermatozoides 

(100x106 espermatozoides/ml) y una barra magnética para agitar la muestra. Los datos se adquieren con una 

frecuencia de 0.5 Hz durante 6 min. 

 

Análisis de datos de las mediciones de Ca2+ en población 

 

 La computadora registra la intensidad de fluorescencia captada por el espectrofluorómetro a lo largo del 

tiempo mediante el programa OLIS GlobalWorks. Los datos se importan de este programa a Excel en donde 

hicimos el análisis y las gráficas de fluorescencia contra tiempo. En el eje de las Y graficamos (F/F0)-1, donde 

F es la fluorescencia registrada a lo largo del tiempo y F0 es el promedio de la intensidad de fluorescencia que 

se registra en los primeros 50 segundos del trazo. 

 

 En las gráficas de barras se indican las deltas parciales (ΔP), es decir, la diferencia de la intensidad 

máxima de fluorescencia obtenida después de la adición de un compuesto (NAADP-AM ó Progesterona) y la 

intensidad de la fluorescencia pocos segundos antes de la adición del mismo. Además, los datos graficados 

están normalizados a la respuesta control, es decir, el control representa el 100% de la respuesta del NAADP-

AM ó Progesterona indicando los errores estándar que se obtuvieron (n=3).  

 

 Los datos los ajustamos a la ecuación de Hill para calcular la IC50 de los inhibidores utilizando el 

programa Sigma Plot 11. El programa permite hacer un ajuste con la función de Hill de los datos 

experimentales para determinar la concentración del inhibidor que se requiere para bloquear la mitad de la 

respuesta máxima. 

 

Identificación de los reservorios ácidos en el espermatozoide humano 

 

 Una vez terminada la capacitación de los espermatozoides, retiramos el medio capacitante y 

resuspendemos en 500 µl  de medio de registro (en mM: NaCl 94, KCl 4, MgSO4 1, HEPES 30, ácido láctico 

10, CaCl2 2, NaHCO3 1, dextrosa 5). La muestra se separa en 4 tubos con 100 µl cada uno. Uno de los tubos 

se utiliza a manera de control. El segundo se incuba 20 min con 1 µM de LysoTracker (colorante fluorescente 
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unido a aminas básicas débiles parcialmente protonadas en pH neutro que se acumula en reservorios 

ácidos).  El tercero con 3 µM de Bafilomicina, un inhibidor  de la ATPasa Vacuolar, durante 1 hora. El cuarto 

tubo se incubó con la misma concentración de Bafilomicina durante el mismo periodo y posteriormente se le 

agregó 1 µM de LysoTracker por 20 min. Los espermatozoides se adhieren a los cubreobjetos tratados con  

Poly-L-Lisina 0.1% (diluida 1:10 en H2O), se les agrega medio de registro y se observa la fluorescencia del 

LysoTracker al excitar con una longitud de 577 nm y de emisión de 590 nm utilizando el microscopio confocal 

de fluorescencia Bio-RAdMRC600, lasser Kr-Ar, con tres líneas de excitación a 488 nm, 568 nm, 647 nm, 

adaptado a un microscopio de epifluorescencia Axioskop de Zeiss de óptica infinita, con objetivos 40X/0.75  

Ph2, DIC y 100X1.3 Ph3 oil. El microscopio cuenta con un motor Z para realizar cortes ópticos, un 

digitalizador de imágenes y cámara fotográfica. 

 

Sitios de unión del Ned-19 en el espermatozoide humano 

 

 El Ned-19 (donado amablemente por el Dr. Grant Churchill) además de ser un inhibidor potente del 

NAADP es un compuesto fluorescente permeable a la membrana plasmática (Figura 9). Incubamos los 

espermatozoides capacitados con 100 µM de Ned-19 en medio de registro durante 4 horas. Los 

espermatozoides se adhieren a los cubreobjetos tratados con Poly-L-Lisina (1:10 en H2O), se les agregó 

medio de registro y se observa la fluorescencia al excitar con una longitud de 368 nm y de emisión de 425 nm 

utilizando el Microscopio confocal Olympus FV1000 Multi-fotónico IX81 invertido con líneas lasser de 405 nm, 

458 nm, 488 nm, 514 nm, 543 nm, 633 nm utilizando un objetivo 60X S/1.3. 

 

 

 

Figura 9. El Ned-19 es un compuesto fluorescente que inhibe la señalización del NAADP de manera selectiva.  a) 

Estructura química del Ned-19. b) Espectro de excitación (368 nm) y emisión (425 nm) del Ned-19. 
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Adquisición de imágenes de espermatozoides cargados con Fluo3 

 

 El microscopio invertido de epifluorescencia (Nikon Eclipse, TE300) cuenta con una cámara CCD 

(“charge-couple device”, por sus siglas en inglés) de alta sensibilidad (DV887, Andor Ixon). La fuente de luz 

de excitación es un LED color cian (Lumileds Lighting LLC) conectado a un controlador estroboscópico y 

sincronizado con la cámara CCD. Las células se mantienen a 37°C con un controlador de temperatura 

(Medical System Corp, TC-202) junto con un calentador para objetivos (Warner Instruments, TC-124-A). Las 

imágenes se colectaron con un objetivo 60X (Nikon Plan Flour AN:1.40, de aceite). Se ocupó una resolución 

espacial de 2 x 2 (que corresponden a 512 x 512) que abarcan un campo de 200 x 200 µm). La velocidad de 

adquisición de imágenes fue de una imagen cada 250 ms.  

 

 Para adherir las células cargadas, los cubreobjetos se trataron con Poli-L-lisina (dilución 1:10) que 

permite que los espermatozoides se peguen por la cabeza permitiendo el movimiento libre del flagelo. Los 

datos se analizan utilizando el programa Andor y se exportan al programa Excel 2007 para su posterior 

análisis.  

 

 

Análisis Estadístico 

 

 Para evaluar el nivel de significancia de los datos aplicamos el análisis de varianza ANOVA de una vía 

seguida de una prueba post hoc de comparación múltiple Tukey-Kramer.   
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Resultados  

 

 Para poder determinar qué segundos mensajeros de Ca2+ son capaces de generar señales en el 

espermatozoide, cuantificamos los incrementos en la [Ca2+]i en poblaciones de espermatozoides inducidos por 

diferentes concentraciones de ADPRc-AM y de NAADP-AM, dos segundos mensajeros permeables que a la 

fecha no se han probado en espermatozoides de humano y se desconocía si éstos eran capaces de inducir 

incrementos en la  [Ca2+]i en espermatozoides humano. 

 

 Registramos la intensidad de fluorescencia a lo largo del tiempo, colocando 3x106 células capacitadas 

cargadas con fluo3 AM en un volumen de 600 µl utilizando el medio de registro (ver material y métodos) 

suplementado con 2 mM de Ca2+. En la figura 9 se muestran los cambios en la [Ca2+]i por la adición de 

diferentes concentraciones de ADPRc-AM a los 80 segundos del trazo,  a los 130 segundos agregamos 4 µM 

de progesterona (Pg) a manera de control positivo. Como podemos ver en la figura 10, diferentes 

concentraciones de ADPRc-AM no inducen incrementos en la [Ca2+]i en espermatozoides humanos. Sin 

embargo, los espermatozoides responden a la progesterona, lo que nos indica que las células están vivas, 

que el colorante se incorporó de manera adecuada en la célula y que los espermatozoides son capaces de 

responder ante compuestos que incrementan la [Ca2+]i en el espermatozoide  (Figura 10). 
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Figura 10. La ADPRc-AM  no induce incrementos en la [Ca2+]i en el espermatozoide humano. Se muestran trazos 

representativos de los registros la intensidad de la fluorescencia contra el tiempo de espermatozoides humanos 

cargados con fluo3 AM. A los 80 segundos adicionamos las concentraciones indicadas en cada trazo de ADPRc-AM. A 

los 130 segundos agregamos 4 µM de Progesterona (Pg) como control positivo. (n=3). 

 

 

 En contraste con lo observado al agregar diferentes concentraciones de ADPRc-AM en 

espermatozoides humanos, el NAADP-AM induce incrementos en los niveles de la [Ca2+]i  de manera dosis 

dependiente, es decir, a mayor concentración de NAADP-AM mayor incremento en la [Ca2+]i (Figura 11). 
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Figura  11. El NAADP-AM moviliza Ca2+  en el espermatozoide humano de manera dosis dependiente. Se 

muestran trazos representativos de los registros en la intensidad de la fluorescencia contra el tiempo de 

espermatozoides humanos cargados con Fluo3AM. A los 80 segundos adicionamos las concentraciones indicadas en 

cada trazo de NAADP-AM. A los 130 segundos agregamos 4uM de Progesterona (Pg) como control positivo. (n=9). 

 

 

 La Figura 12 muestra la curva dosis respuesta del NAADP-AM utilizando un rango de concentraciones 

entre 0.1 µM y 150 µM, como control positivo utilizamos nuevamente 4 µM de Pg y como control negativo 

utilizamos 50 µM de NAADP no permeable (NP), con el cual no observamos incrementos en la [Ca2+]i.  
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Figura 12. Curva dosis respuesta de los incrementos de Ca2+ inducidos por NAADP-AM en espermatozoides 

humanos. La fluorescencia máxima del fluo3 AM al agregar las diferentes concentraciones de NAADP-AM  (n=6). Las 

barras indican el error. NP = 50 µM NAADP no permeable, Pg = 4 µM Progesterona.  

 

 Es importante destacar que la síntesis del NAADP-AM presenta problemas en la purificación. Al 

momento de hacer los lavados, el NAADP-AM tiende a hidrolizarse, por tal motivo, el NAADP-AM no es un 

compuesto puro. Al trabajar con concentraciones mayores a 50 µM, el NAADP-AM genera artefactos en la 

fluorescencia que se observan incluso al agregar NAADP-AM en medio de registro sin células. Por tal motivo, 

no es posible establecer la EC50 del NAADP-AM en el espermatozoide, ya que para esto es necesario obtener 

respuestas fisiológicas saturantes. Sin embargo, decidimos utilizar una concentración de 15 µM, la cual no es 

saturante, no presenta artefactos en la fluorescencia (Figura 11).  

 

Para caracterizar de mejor manera la señalización del NAADP, utilizamos el Ned-19, el inhibidor 

específico de NAADP. Después incubar distintos tiempos y diferentes concentraciones del inhibidor 

determinamos que al incubar 100 µM de Ned-19 durante 10 minutos en agitación constante se inhibe el 75%  

del incremento de Ca2+ inducido por 15 µM de NAADP-AM (Figura 13).  
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Figura 13. La incubación del Ned-19 por 10 minutos inhibe el incremento de Ca2+ inducido por NAADP-AM en la 

población de espermatozoides.  Se indican los promedios de la fluorescencia máxima inducida por el NAADP-AM 

(graficada como la variación (Δ) de la fluorescencia (F) / fluorescencia inicial (F0) en presencia de 100 µM de Ned-19. El 

inhibidor se incubó entre 0 y 15 minutos en agitación constante.  n=6. Las barras indican el error.  

 

La incubación de 100 µM de Ned-19 durante 10 minutos en agitación constante inhibe la señalización 

de Ca2+ inducida por 15 µM de NAADP-AM de manera evidente pero no significativa estadísticamente. Es 

importante destacar que la agitación constante durante 15 min de las células no ocasiona diferencias 

significativas en los incrementos de Ca2+ inducidos por NAADP-AM.   

 

El Ned-19, además de ser el inhibidor selectivo de la señalización del NAADP, es un compuesto 

fluorescente que presenta una longitud de excitación  de 368 nm y una de emisión de  425 nm (Figura 8). 

Utilizamos esta propiedad  para identificar los sitios de unión del Ned-19 en espermatozoides capacitados y 

de esta manera determinar indirectamente la localización de los canales TPC o del blanco del NAADP ya que 

aun no se ha comprobado de manera inequívoca que el NAADP se una directamente a los canales TPC 

(Figura 14).  

 

 Para poder determinar si los sitios de unión del Ned-19 en el espermatozoide son reservorios ácidos en 

los que el NAADP-AM podría liberar Ca2+, incubamos los espermatozoides con LysoTracker Red o con 

LysoSensor Green. La fluorescencia de ambos indicadores refleja compartimentos ácidos donde se acumulan 

los indicadores y se utilizan generalmente como marcadores de lisosomas en muchos tipos celulares. Como 
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podemos ver en la figura 14 la fluorescencia del Ned-19 se superpone con la fluorescencia de ambos 

compuestos. 

Ned-19 Ned-19

LysoTracker LysoSensor

Superposición Superposición

 

 

Figura 14. El análogo del NAADP (Ned-19) se acumula en reservorios ácidos en el espermatozoide humano.  

Imágenes de fluorescencia de espermatozoides incubados con Ned-19 y LysoTracker o LysoSensor. Se muestra la 

señal de fluorescencia de cada indicador y la superposición del Ned-19 y el LysoTracker así como la superposición del 

Ned-19 y el LysoSensor (n=3).  

 

 Tanto el LysoTracker como el LysoSensor emiten fluorescencia en  la región de la cabeza y en la pieza 

media del espermatozoide humano, zonas donde se localiza la ENR y el acrosoma, ambos reportados como 

reservorios de Ca2+ en el espermatozoide (Costello et al. 2009) pero de los cuales se desconocía su 

naturaleza ácida. Para corroborar la acidez de estos compartimentos, incubamos las células con Bafilomicina, 

un inhibidor de la bomba de protones vacuolar. Al bloquear esta bomba de protones se disipa el gradiente de 
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protones y disminuye la fluorescencia de los colorantes dependientes de acidez. Como podemos observar en 

la figura 15 B, la Bafilomicina disminuye la tinción del LysoTracker Red, no afectando la tinción del 

MitoTracker. Otro método alternativo que disipa el gradiente de protones de reservorios ácidos es el uso del 

glicil-L-fenilalanina-2-naftilamida (GPN), un agente permeable a la membrana celular que se acumula en 

lisosomas donde se convierte en un producto impermeable por la enzima catepsina, resultado en la lisis del 

organelo (Berg et al., 1994). De manera consistente con los resultados obtenidos con la Bafilomicina, el GPN 

también disminuye la tinción del LysoTracker Red (Figura 15 C).  

 

A

B

LysoTracker & MitoTracker

Bafilomicina, LysoTracker &

MitoTracker

C

GPN, LysoTracker & 
        MitoTracker

 

 

Figura 15. Los reservorios ácidos del espermatozoide humano son sensibles a Bafilomicina y GPN. a) (arriba) 

Imagen de Fluorescencia de células cargadas con Lysotracker  (Ex=577 nm/ Em=590 nm), abajo; sobreposición del 

contraste de fases y la fluorescencia b) Espermatozoides incubados con 3 µM de Bafilomicina (inhibidor de la ATPasa 
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de H+ vacuolar) no presentan fluorescencia  c) La preincubación de los espermatozoides con 3 µM de Bafilomicina 

elimina la tinción con Lysotracker d) Los espermatozoides no presentan autofluorescencia en las longitudes de onda 

utilizadas. En b), c) y d) el inserto muestra la imagen de fluorescencia correspondiente a la imagen de contraste de 

fases. (n=3).  

 

  A pesar de que la Bafilomicina (3 µM) es capaz de disipar el gradiente de protones en el 

espermatozoide al incubarlo durante 1 h (Fig. 15 B), no inhibimos la respuesta del NAADP-AM al incubar las 

distintas concentraciones de Bafilomicina durante 30 minutos o 1 hora, ni al incubar en agitación constante 

durante 15 minutos dejando otros 15 minutos de incubación. Por lo que probamos otros inhibidores como el 

GPN, el disruptor osmótico de los lisosomas para caracterizar la activación del NAADP.  

 

El GPN es un tripéptido que se hidroliza por la enzima lisosomal catepsina C, la acumulación 

intralisosomal de los productos hidrolizados (amino ácidos) no difunden hacia a fuera del lisosoma por su 

polaridad causando la lisis osmótica de más del 90% de los lisosomas en otros tipos celulares (Berg et al. 

1994). En la figura 16 podemos ver cómo al agregar 50 µM de GPN a los 30 segundos del trazo se inhibe 

tanto la movilización de Ca2+ inducida por NAADP-AM como por Progesterona.  

 

 

Figura 16. El GPN  inhibe el incremento de Ca2+ inducido por NAADP-AM en la población de espermatozoides. 

En azul se muestra la cinética de los incrementos en fluorescencia del fluo3 AM al agregar 50 µM de GPN a los 30 

segundos del trazo, 15 µM de NAADP-AM a los 80 segundos del trazo y 4µM de Progesterona (Pg). En rojo se muestra 

el trazo control en ausencia del GPN (n=6).  
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Para cuantificar el porcentaje de inhibición, graficamos el promedio de los incrementos máximos de 

cada experimento en presencia y ausencia del inhibidor. En la figura 17 podemos ver que el GPN inhibe el 

75% de la señalización de NAADP-AM, sin embargo, al hacer el análisis estadístico no se obtienen 

diferencias  significativas debido a la gran variabilidad en los resultados (n=6).  

 

De igual manera, incubamos el GPN durante 5 minutos para permitir una mejor difusión del GPN y por 

lo tanto una mayor lisis osmótica de los reservorios ácidos, curiosamente la inhibición es menor, 

disminuyendo a tan sólo un 40% los incrementos inducidos por NAADP-AM, lo que nos indica un efecto 

inespecífico del compuesto que afecta la señalización del NAADP-AM de manera reversible. De igual manera 

podemos ver que el GPN también tiene efectos en la señalización de progesterona ya que la inhibe en un 

60% por lo que es probable que el GPN sea un inhibidor de CatSper, el receptor de progesterona (Figura 17). 

Ninguno de los datos mostrados presentó diferencias significativas en la inhibición al aplicar un análisis de 

varianza ANOVA de una vía seguida de una prueba post hoc de comparación múltiple Tukey-Kramer.  

 

 

Figura 17. GPN inhibe el incremento de Ca2+ inducido por NAADP-AM en la población de espermatozoides.  Se 

indican los promedios de la fluorescencia máxima inducida por la adición de DMSO (solvente), 4 µM de Progesterona 

(Pg),  15 µM de NAADP-AM, 50 µM de GPN previos a la adición de 15 µM de NAADP-AM, la incubación del GPN 

durante 5 minutos previos a la adición de NAADP-AM y 50 µM de GPN previos a la adición de Progesterona. Los datos 

se grafican como fluorescencia (F) / fluorescencia inicial (F0) en presencia de 50 µM de GPN (n=6). Las barras indican 

el error.  
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Otro de los inhibidores de la señalización del NAADP, que se ha utilizado en otros tipos celulares, es el 

BZ194, una molécula sintética pequeña, derivada del ácido nicotínico, que al igual que el Ned-19, es capaz de 

inhibir la señalización del NAADP sin afectar la respuesta de la ADPRc o del IP3 (Dammermann et al. 2009). 

De manera preliminar (n=2), al incubar diferentes concentraciones del BZ194 (1 µM-500 µM) durante 4 horas, 

pudimos ver una disminución del 40% de la respuesta del NAADP al trabajar con una concentración entre 1 y  

500 µM de BZ194 (datos no mostrados). 

 

Como se mencionó en los antecedentes, el NAADP es un segundo mensajero que permite la liberación 

de Ca2+ de reservorios ácidos induciendo una amplificación de la señal de Ca2+ a través de la liberación de 

Ca2+ inducida por Ca2+ de otros reservorios, los cuales activan la entrada de Ca2+ operada por pozas internas 

(SOC), es decir, la respuesta de Ca2+ inducida por NAADP es la suma total de tres componentes, el primero 

es la libración de Ca2+ de reservorios ácidos, el segundo es la CICR y el tercero es la entrada tipo SOC. Por 

tal motivo, es importante determinar qué porcentaje de la respuesta que observamos con NAADP-AM 

proviene de la movilización de Ca2+ intracelular y qué porcentaje proviene de una entrada de Ca2+ externa. 

Para esto, disminuimos la concentración de Ca2+ externa de 2 mM a 100 nM utilizando el EGTA como agente 

quelante de Ca2+.  Al utilizar una concentración de 100 nM de Ca2+ externo igualamos la concentración de 

Ca2+ extracelular con la concentración de Ca2+ citoplasmática y con esto eliminamos el componente de la 

entrada de Ca2+ extracelular al agregar  NAADP.  Al utilizar 100 nM de Ca2+ externo se disminuye la 

señalización de NAADP-AM en un 90% en los experimentos en población. Es decir, el 90% de la respuesta 

proviene de Ca2+ externo y el 10% restante es una señal similar a la observada al adicionar la cantidad 

correspondiente del solvente (DMSO) (Figura 18 y 19).  
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Figura 18. En presencia de 100 nM de [Ca2+] externo se disminuye la señalización de NAADP-AM. Se muestran 

trazos representativos de la  cinética de los incrementos en fluorescencia del fluo3 AM. En rojo se muestra el trazo 

control en presencia de 2 mM Ca2+ donde se observa la respuesta a 15 µM de NAADP-AM a los 80 segundos y a 4 µM 

de Progesterona (Pg) a los 130 segundos del trazo. En el trazo azul se disminuyó el Ca2+ externo utilizando EGTA 

llevando a una concentración de 100nM, se muestran los incrementos al adicionar 15 µM de NAADP-AM a los 80 

segundos y a 4 µM de Progesterona (Pg) a los 130 segundos del trazo(n=6).  

 

 

Figura 19. En presencia de 100 nM de Ca2+ externo se disminuye la señalización de NAADP-AM. Se indican los 

promedios de la fluorescencia máxima inducida por el DMSO 1%, Progesterona 4 µM (Pg) y  NAADP-AM  en 2 mM de 

Ca2+ externo y en 100mM de Ca2+ externo (graficada como fluorescencia (F) / fluorescencia inicial (F0) n=5. Las barras 

indican el error. 
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A la par del momento en que realizamos estos experimentos, se publicaron resultados en los que 

demostraban que análogos de nucléotidos cíclicos activan al canal catiónico específico del espermatozoide 

(CatSper) (Brenker et al. 2012b) lo que nos hizo cuestionar si el NAADP- AM podría estar activando a este 

canal conformando parte de la respuesta a Ca2+ que observamos. 

 

  CatSper facilita la entrada del Ca2+ necesario para realizar cambios rápidos en la movilidad del 

espermatozoide que le permiten nadar a lo largo del tracto genital femenino y poder fecundar al óvulo. El 

canal está compuesto por cuatro subunidades (CatSper 1-4) (Navarro et al. 2008; Kirichok and Lishko 2011) y 

por lo menos por tres subunidades auxiliares (β,γ,δ) (Liu et al. 2007; Wang et al. 2009; Chung et al. 2011). El 

ratón nulo para CatSper es infértil y en humanos se demostró que el canal se activa por progesterona y 

prostaglandinas, lo que destaca la importancia del canal (Lishko, Botchkina, and Kirichok 2011; Strünker et al. 

2011). 

 

Brenker y colaboradores mostraron que CatSper se activa directamente por un rango diverso de 

moléculas orgánicas pequeñas (Brenker et al. 2012b). Este reporte generó consecuencias importantes en la 

interpretación de los efectos de las drogas en la [Ca2+]i en el espermatozoide, particularmente cuando se 

utilizan altas concentraciones. En el trabajo muestran que el incremento en la [Ca2+]i inducido por análogos 

permeables de AMPc y GMPc refleja un efecto de éstos compuestos en el lado extracelular del canal 

CatSper. Esta observación explica porque otras técnicas más directas para elevar el AMPc como la 

fotoliberación no incrementan la [Ca2+]i en espermatozoides humanos. Por tales motivos es importante 

analizar si el NAADP-AM activa a CatSper. Para esto, incubamos a los espermatozoides con dos inhibidores 

de CatSper; el NNC 550396 (10 µM) y Mibefradil (40 µM)  

en presencia de 2 mM de Ca2+ externo previos a la adición del  NAADP-AM. Como podemos ver en la figura 

20, los inhibidores del CatSper inhiben los incrementos de Ca2+ inducidos por NAADP-AM entre un 50 y 75%, 

dependiendo del inhibidor (n=5) (Figura 20).  
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Figura 20. Los inhibidores de CatSper disminuyen la señalización de NAADP-AM. Se indican los promedios de la 

fluorescencia máxima inducida por la adición de DMSO (solvente), 4 µM de Progesterona (Pg),  15 µM de NAADP-AM, 

10 µM de NNC 550396, 40 µM de Mibefradil adicionados de manera previa a la adición de 1 µM de NAADP-AM (n=5). 

Las barras indican el error. 

 

El NAADP-AM activa una entrada de Ca2+ externo en donde, al menos, una parte corresponde a la 

activación del canal CatSper en los espermatozoides en estudios en población. Sin embargo, en los 

experimentos en población, el resultado que se obtiene es la suma de los incrementos en fluorescencia de 

todos los espermatozoides y como sabemos, existen diferentes estados de maduración y de capacitación por 

lo que, dentro de esta población, existen subpoblaciones de espermatozoides con diferente grado de 

maduración que la vuelve muy heterogénea. Por tal motivo, siempre es importante comparar los resultados 

obtenidos en experimentos en población con los observados en célula única donde podemos analizar las 

células de manera individual y además nos brinda resolución espacial, un ejemplo de esto es el experimento 

de la figura 4, al eliminar el Ca2+ externo y adicionar 8pCPT- O-Me- AMPc se observan incrementos en el 

Ca2+ intracelular que no se pueden observar  en experimentos en población de espermatozoides (DeBlas G, 

comunicación personal).  Por tal motivo, decidimos realizar este mismo experimento en célula única y en los 

que observamos que el NAADP-AM es capaz de inducir incrementos intracelulares de Ca2+ aún en ausencia 

de Ca2+ externo a diferencia de la ADPRc (Figura 21).     
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Figura 21. El NAADP a diferencia de la ADPRc incrementa la [Ca2+]i en el espermatozoide humano en presencia 

de 100 nM de Ca2+ externo.  (A) Imágenes representativas de los cambios espacio temporales en la fluorescencia en 

experimentos en célula única antes y después de la adición de ADPRc-AM (arriba) o NAADP-AM (abajo); la escala de 

pseudocolor de negro a rojo indica incrementos en la [Ca2+]i de bajo a alto. El tiempo se indica en segundos. Trazos 

representativos de los incrementos en fluorescencia de células individuales antes y después de la adición de ADPRc-

AM (B) o NAADP-AM (C). Como control positivo agregamos Ionomicina 20 µM + Ca2+ (n=5). 

   

 Una de las preguntas centrales del trabajo es si el espermatozoide humano cuenta con las enzimas 

necesarias para sintetizar NAADP. Como se mencionó en los antecedentes, en espermatozoides de erizo de 

mar (Lytechinus pictus) se reportó la presencia de una enzima con actividad de intercambio de bases 

(Vasudevan, Galione, and Churchill 2008). Realizando experimentos similares, nuestro grupo colaborador 

identificó la presencia de una enzima similar en el espermatozoide humano.  
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 Para comprobar si los espermatozoides humanos presentan una actividad enzimática asociada a 

intercambio de bases (figura 6), incubaron espermatozoides capacitados con concentraciones saturantes de 

los sustratos NADP (10 mM) y ácido nicotínico (100 mM) durante una hora y analizaron mediante HPLC los 

sustratos y productos de la solución. Así mismo, incubaron los sustratos en ausencia de espermatozoides 

como control negativo. Los HPLC resultantes se muestran en la figura 22 A. Detectaron cuatro picos distintos 

en ausencia de espermatozoides, los cuales corresponden a la nicotinamida, al ácido nicotínico, al NADP y a 

la ADPR-P. Estos picos indican la presencia de ADPR-P contaminante y Nicotinamida, pero no NAADP en el 

NADP comercial. Detectaron un pico de NAADP al incubar los sustratos con los espermatozoides, lo que 

indica una síntesis enzimática. Esta conclusión se fortalece  al ver un incremento en el segundo producto de 

la reacción del intercambio de bases, la nicotinamida. Debido a que se utilizaron espermatozoides intactos y 

la membrana celular no es permeable a los sustratos, la enzima se localiza muy probablemente en 

membrana. Para analizar si el espermatozoide posee actividad enzimática intracelular de síntesis de NAADP, 

los espematozoides se permeablilizaron utilizando digitonina (50 µM) o bien mediante ciclos de 

congelamiento (-80°C, 10 min) antes de la incubación con los sustratos. No se observaron diferencias 

significativas en la cantidad de síntesis de NAADP entre las células permeabilizadas y las no permeabilizadas 

por lo que concluyen que el sitio catalítico de la enzima se localiza en el lado extracelular de la membrana 

plasmática igual a lo observado en el espermatozoide de erizo de mar (Vasudevan, Galione, and Churchill 

2008). 
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Figura 22. El espermatozoide humano sintetiza NAADP. (A) Trazos del HPLC después de la incubación con los 

sustratos necesarios para el intercambio de bases. Ácido nicotínico y NADP en ausencia o en presencia de 

espermatozoides. (B) Dependencia de Ca2+ y (C) pH en la actividad de intercambio de bases. Trazos de HPLC después 

de la incubación de ADPRc (D), NAD (E) o NADP (F) en ausencia o en presencia de espermatozoides.  

  

 En otros modelos celulares se sabe que la actividad enzimática de la CD38, la ADP ribosil ciclasa mas 

estudiada (D. Jin et al. 2007; Schmid et al. 2011; Ohta et al. 2011; Cosker et al. 2010) está regulada por Ca2+ 

y por pH (Vasudevan, Galione, and Churchill 2008) por lo que se analizó la influencia de éstos factores en la 

producción de NAADP en el espermatozoide humano. La dependencia de Ca2+ presenta una máxima 

producción de NAADP cerca de 1 µM de Ca2+ (Figura 22 B). La pH dependencia de la actividad de 

intercambio de base muestra un pico claro dentro de un rango de pH 7-8, mientras que en  un pH <6 o >8 no 

se observa actividad (Fig. 22 C).               
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Como se mencionó anteriormente, la enzima CD38 es una ectoenzima con el dominio catalítico situado en el 

C-terminal, en el espacio extracelular, donde el pH ácido necesario para el intercambio de bases es 

prácticamente nulo.  Esto genera una “paradoja topológica” de la enzima, es decir, la localización del sitio 

catalítico requiere de un mecanismo de transporte para la salida de los sustratos (NADP) y para la entrada de 

los productos (NAADP). Sin embargo, si la membrana es endocitada, el sitio catalítico de la enzima se localiza 

en el lumen del endosoma, donde el pH y la concentración de Ca2+ son idóneos para la síntesis del NAADP, 

necesitando nuevamente de los transportadores para la entrada de los sustratos y la salida de los productos 

de la enzima (Rutter and Bellomo 2008), los cuales aun no se identifican en el espermatozoide.  
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Discusión 

 

 En Septiembre del 2010 el Dr. Robert Edwards recibió el premio Nobel por el desarrollo de la técnica de 

fecundación in vitro en humanos. A partir del nacimiento del primer bebé de “probeta” en julio de 1978 

(Steptoe and Edwards 1978) más de cuatro millones de bebés se han concebido utilizando esta técnica. Este 

excepcional hito se logró casi 100 años después de los primeros intentos de fecundación in vitro en 

mamíferos. Las dificultades para lograr la fecundación en mamíferos se debieron principalmente a la falta de 

conocimiento del comportamiento de los gametos in vitro. No fue hasta 1950 que Austin (AUSTIN 1952) y 

Chang (CHANG 1951) demostraron de manera independiente que el espermatozoide debe permanecer un 

tiempo en el tracto reproductor femenino por un periodo de tiempo antes de poder fecundar al óvulo.  

 

De  igual manera, la RA se descubrió en 1950 y actualmente desconocemos el mecanismo molecular 

involucrado en todo el proceso. Esto se debe en mayor parte, a las inusuales características del 

espermatozoide; su tamaño, la ausencia de organelos, la falta de transcripción y traducción de proteínas, su 

polaridad celular y su motilidad hacen del estudio del espermatozoide un gran reto para la aplicación de 

métodos tradicionales de fisiología, biología molecular y celular, imágenes y electrofisiología. Por tales 

motivos, el progreso en el entendimiento de la fisiología del espermatozoide ha sido significativamente lento.  

 

A pesar de todas las limitaciones, sabemos que la señalización de Ca2+ es importante para la fisiología 

del espermatozoide, sin embargo, las entidades moleculares involucradas en el proceso están en debate. En 

el presente trabajo estudiamos la movilización de Ca2+ inducida por segundos mensajeros de Ca2+, donde el 

NAADP pero no la ADPRc moviliza Ca2+ en el espermatozoide humano. Observamos que la señal de NAADP 

se inhibe por el Ned-19 y por el GPN. Debido a la modificación AM que presenta el NAADP para hacerlo 

permeable a la membrana celular es importante descartar la activación de CatSper, como se reportó para 

otras moléculas permeables (Brenker et al. 2012b). Utilizando imágenes en célula única, en donde 

eliminamos el Ca2+ extracelular para eliminar la entrada de Ca2+ a través de la activación de CatSper, 

observamos un incremento inducido por el NAADP. Es interesante notar que el incremento en la  [Ca2+]i 

observado en estas condiciones presenta un retraso de 40 s en comparación con los experimentos en 

presencia de 2 mM de Ca2+ externo. Este retraso puede deberse a que el NAADP-AM debe retirar la 

modificación AM con ayuda de las esterasas antes de poder incrementar los niveles intracelulares de Ca2+. 

 

Así mismo, para determinar la presencia de reservorios ácidos en espermatozoides humanos, 

realizamos tinciones utilizando LysoTracker Red y LysoSensor. Mostramos que ambos compuestos identifican 

compartimentos ácidos localizados en la cabeza y pieza media del espermatozoide. De manera interesante, 
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esta tinción correlaciona con la localización de los reservorios de Ca2+ en el espermatozoide (Jimenez-

Gonzalez et al. 2006) así como con la fluorescencia del Ned-19. La preincubación de los espermatozoides 

con Bafilomicina disminuye la tinción del LysoTracker Red y del LysoSensor, lo que comprueba la naturaleza 

ácida de éstos compuestos. Basándonos en éstos resultados, proponemos que el NAADP juega un papel 

durante la señalización de Ca2+ en el espermatozoide humano. 

 

 

 

Figura 23. Modelo propuesto de la participación del NAADP durante la reacción acrosomal. Los diferentes 

estímulos (rayo amarillo) que inducen una entrada de Ca2+ al espermatozoide activan a la enzima ARC (verde), la cual 

sintetiza NAADP, el NAADP activa a los canales TPC2 localizados en reservorios ácidos cómo la envoltura nuclear 

redundante (ENR) permitiendo una pequeña salida de Ca2+ de los reservorios, esta liberación de Ca2+ genera una 

liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ de otros reservorios como el acrosoma amplificando la señalización de Ca2+ que 

conduce a la RA. 

 

Con los datos obtenidos proponemos el siguiente modelo (Figura 23) en el que, de manera adicional a 

los mecanismos descritos en la introducción de este trabajo, proponemos que, la entrada de Ca2+ al 

espermatozoide activa a la enzima ARC, la cual sintetiza NAADP, el NAADP activa a los canales TPC2 

localizados en reservorios ácidos cómo la envoltura nuclear redundante (ENR) permitiendo una pequeña 

salida de Ca2+ de los reservorios, esta liberación de Ca2+ genera una liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ 

(CICR) de otros reservorios como el acrosoma amplificando la señalización de Ca2+ que conduce a la RA. 
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Existen muchos compuestos que son capaces de inducir la RA, todos estos requieren de la señalización de 

Ca2+, por tal motivo, pensamos que la señalización por NAADP es un mecanismo más de señalización de 

Ca2+ que garantiza la RA durante el proceso de fecundación.   

 

Recientemente Arndt et al., publicó un reporte que apoya nuestro modelo. En el trabajo identifican 

mediante Western Blot la presencia del canal TPC1 en espermatozoides de ratón, rata y humano. 

Comprueban la eficiencia del anticuerpo al no detectar la banda en el ratón nulo para TPC1 y al bloquear el 

anticuerpo con su péptido específico. Cabe destacar que el ratón nulo es fértil con camadas promedio y sin 

fenotipo diferente al ratón silvestre (mismo tamaño y peso en testículos así como concentración de 

espermatozoides). También inmunolocalizaron al canal en la membrana del acrosoma del espermatozoide de 

ratón utilizando microscopía electrónica. Utilizaron, al igual que nosotros, al Ned-19 para identificar los sitios 

de unión del NAADP y LysoTracker para identificar reservorios ácidos en espermatozoides de ratón. Ambas 

tinciones colocalizan en la región del acrosoma. Además, mostraron que el NAADP  induce la RA en 

espermatozoides permeabilizados con estreptolicina O y que este efecto se inhibe en presencia de Ned-19 y 

no se observa en los ratones nulos para TPC1 (Arndt et al. 2014). Todos estos datos apoyan la hipótesis de la 

participación del NAADP en la fisiología del espermatozoide. 
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Conclusiones 

 

• NAADP, a diferencia de la ADPRc, induce incrementos en la [Ca2+] intracelular en el 

espermatozoide humano. 

• El incremento en la [Ca2+] intracelular inducida por NAADP-AM se inhibe por Ned-19.   

• El Ned-19 se acumula en la pieza media y en el acrosoma. 

• El espermatozoide presenta regiones ácidas en cabeza y pieza media.  

• En los experimentos de célula única, el NAADP-AM es capaz de inducir incrementos en la 

[Ca2+]i  en presencia de 100nM de Ca2+ externo a diferencia de la ADPRc-AM. 

• El espermatozoide de humano es capaz de sintetizar NAADP. 

 

 

 

 

Perspectivas 

 

 

 Utilizar la concanamicina para inhibir la señal de NAADP de en los experimentos de célula 

única. 
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