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RESUMEN 
 

La capacitación espermática es un proceso fisiológico que se desarrolla en el 

aparato reproductor femenino y es indispensable para que la fecundación del 

ovocito pueda realizarse. Este proceso requiere inicialmente de la eliminación de 

los factores descapacitantes presentes en el semen; así como una serie de 

cambios en el espermatozoide tanto lipídicos como proteicos de su membrana 

celular, activación de canales iónicos, la fosforilación-desfosforilación proteica, 

activación de enzimas. Todos estos son regulados por diferentes vías, varias de 

las cuales se desconocen o no están totalmente descritas. 

La temperatura es un factor que se encuentra sometido a muchas variaciones 

durante condiciones in vitro, por lo tanto es importante analizar el comportamiento 

de los espermatozoides que son capacitados a temperatura ambiente del 

laboratorio (25–28 °C). 

En este trabajo se realizaron experimentos para determinar el efecto de la 

temperatura sobre la [Ca2+]i, potencial de membrana, pHi y movilidad en 

espermatozoides capacitados in vitro. Las mediciones de la [Ca2+]i, potencial de 

membrana, pHi fueron analizadas con espectrometría de fluorescencia; mientras 

que la movilidad se examinó mediante el sistema de análisis automatizado de 

movilidad espermática (CASA) de la marca Hamilton-Thorn. 

Los resultados indicaron que los espermatozoides capacitados in vitro incubados a 

temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) no mostraron diferencias 

estadísticamente significativas con los espermatozoides incubados a 37 °C al 

realizar las mediciones sobre la [Ca2+]i, potencial de membrana, pHi durante 4 h. 

Sin embargo la movilidad de los espermatozoides tuvo diferencias significativas en 

la estadística descriptiva. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

La fecundación tiene como resultado la formación de un nuevo individuo a partir 

de la fusión pronuclear de los gametos femenino y masculino. Se puede definir 

como el conjunto de transformaciones que se producen en los dos gametos a 

partir de la interacción y fusión de ambos (Wallace et al., 1983). 

En su camino hacia el ovocito el espermatozoide presenta diferentes cambios 

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

(RA). Estos procesos son necesarios para que el espermatozoide pueda 

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

femenino y puede reproducirse in vitro en medios fisiológicos que contengan 

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

ocurren cambios bioquímicos y biofísicos, entre los que destacan: un cambio en el 

potencial de reposo de la membrana celular como resultado de la salida de 

potasio, eliminación de colesterol por la albumina estimulando la entrada de 

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

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

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

proteína tirosina cinasa. Simultáneamente el pH intracelular (pHi) se alcaliniza de 

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

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

Estos procesos están limitados por distintos factores que rodean su entorno como 

por ejemplo: secreciones del aparato reproductor femenino, plasma seminal, grado 

de acidez del medio y temperatura (Bahat y Eisenbach, 2006). 

La temperatura es un factor que influye sobre los procesos relacionados con la 

fertilización. Sin embargo, el efecto de la incubación a temperatura ambiente en la 

capacitación del espermatozoide humano no ha sido completamente descrito.  
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A continuación se describen las características morfológicas del espermatozoide y 

la maduración espermática que debe de llevar a cabo para poder fecundar al 

ovocito. 

1.1 Estructura del gameto masculino 
 

El espermatozoide está formado por: una cabeza y por un flagelo o cola. A su vez 

estas partes están divididas en compartimientos celulares, cada uno con su 

función (Curry y Watson, 1995). 

Cabeza del espermatozoide 

La cabeza del espermatozoide cuenta con tres partes fundamentales: el 

acrosoma, el núcleo y el citoplasma (de forma muy reducida) (Browder et al., 

1991). 

El acrosoma es una vesícula grande que se encuentra en la parte apical de la 

cabeza. Dentro de esta estructura se encuentran enzimas hidrolíticas; estas 

enzimas se liberan mediante la exocitosis del acrosoma, proceso conocido como 

reacción acrosómica (Mortimer, 1997). 

El núcleo espermático contiene el ADN, este aparece muy condensado debido a 

que durante la espermatogénesis, las histonas son reemplazadas por protaminas. 

El núcleo espermático es la parte que debe de penetrar en el ovocito (Miller y 

Ostermeier, 2006). 

Los espermatozoides maduros tienen un citoplasma muy reducido. La mayor 

pérdida del citoplasma se produce cuando los espermatozoides se van a liberar 

del epitelio de los túbulos seminíferos (Schuel y Burkman, 2005). 
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Flagelo del espermatozoide 

El flagelo es el encargado de la movilidad espermática y se divide en cuatro 

regiones: cuello, pieza media, pieza principal y pieza terminal, cada una con 

diferente anatomía relacionada con su función (Browder et al., 1991). 

El axonema o filamento axial se extiende a lo largo de todo el flagelo a través de 

las cuatro regiones y es la estructura responsable de la movilidad (Figura 1). El 

axonema se encuentra organizado con el patrón 9+2, es decir dos microtúbulos 

centrales rodeados por nueve dobletes de microtúbulos formados por dos 

subunidades; la subunidad A completa y la B incompleta. El componente 

estructural de los microtúbulos es la tubulina (Olivera et al., 2006). 

Extendiéndose desde cada túbulo A hacia el túbulo B del doblete adyacente hay 

pares de proyecciones de dineína y a su vez los nueve dobletes periféricos están 

conectados cada uno a su vecino inmediato por una proteína compuesta, la nexina 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema de la morfología del espermatozoide humano. Representa el cuerpo entero del 
espermatozoide dividido en dos partes: cabeza y flagelo. A su vez estas partes están divididas en 
compartimientos celulares (Modificado de Olivera et al., 2006). 

  

El cuello forma un segmento que liga el flagelo y la cabeza. Sus principales 

componentes son capitulum (una estructura fibrosa con forma de cúpula) y las 
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columnas segmentadas. El capitulum es el sitio donde se posiciona el centriolo 

proximal, en ángulo recto al eje del flagelo. La unión entre la cabeza y la cola esta 

mediada por filamentos de capitulum y la placa basal en la superficie caudal del 

núcleo, permitiendo flexibilidad al cuello (Wallace et al., 1983). 

La pieza media se extiende desde el extremo distal del cuello hasta el annulus, 

una banda circunferencial que marca la unión de la pieza media y la pieza 

principal. La característica más importante de la pieza media es la presencia de la 

vaina mitocondrial que consiste en mitocondrias cubriendo de punta a punta el 

axonema en forma helicoidal. El espermatozoide humano tiene una hélice 

compuesta de 11 a 15 giros, con un promedio de dos mitocondrias en cada giro 

(Harrison, 1996). En realidad, la vaina mitocondrial del espermatozoide humano a 

menudo tiene una apariencia desorganizada en contraste con la observada en 

otras especies de mamíferos. La estructura interna mitocondrial es similar a la 

observada en otros tipos celulares, sin embargo las mitocondrias espermáticas 

son inusuales en cuanto a la gran estabilidad de sus membranas externas. La 

gran estabilidad de las mitocondrias a cambios osmóticos y tratamientos con 

detergentes podría estar relacionada con la presencia de puentes disulfuro 

(Wallace et al., 1983). La significancia funcional de esta alta estabilidad aun no es 

clara pero serviría para resistir la compresión y el estiramiento durante el batido 

flagelar. La membrana interna de la mitocondria es el sitio de producción de 

energía de los espermatozoides y la posición de las mitocondrias alrededor del 

flagelo favorece el rápido suministro de ATP al axonema para la movilidad 

espermática (Mbizvo et al., 1990).   

El segmento más largo del flagelo es la pieza principal, que se extiende desde el 

annulus hasta el extremo proximal de la pieza terminal, con un largo de 

aproximadamente 55 µm. Se caracteriza por la presencia de la vaina fibrosa, un 

citoesqueleto alrededor del axonema y las fibras densas externas. Las proteínas 

que constituyen la vaina fibrosa contienen gran cantidad de puentes disulfuro, 

convirtiéndola en una estructura sumamente estable. La función de la vaina fibrosa 
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sería similar o complementaria a la de las fibras densas externas, controlando y 

restringiendo el movimiento flagelar (Curry y Watson, 1995). 

Más allá del extremo de la vaina fibrosa se encuentra la pieza terminal del flagelo. 

Los microtúbulos del axonema terminan en esta región, siguiendo un patrón 

regular aunque con variaciones. Primero los brazos de dineína desaparecen y la 

subunidad A toma apariencia de hueco (Pedersen, 1972) y al terminar los 

microtúbulos centrales, dos pares externos se mueven hacia adentro para ser 

rodeados por el resto. Luego hay una sucesiva terminación de los túbulos que se 

van quedando en la punta del flagelo (Curry y Watson, 1995). 

1.2 Maduración del espermatozoide 
 

La maduración del espermatozoide se ha definido como la capacidad de los 

espermatozoides para poder fecundar al ovocito; esta maduración comienza en el 

epidídimo y termina en el tracto genital femenino (Schuel y Burkman, 2005). 

1.2.1 Maduración en el epidídimo 
 

Después de haber concluido la espermatogénesis, los espermatozoides son 

liberados a la luz de los túbulos seminíferos (espermiación). Sin embargo, aún 

carecen de movilidad. Para adquirirla, deben de someterse a una serie de cambios 

bioquímicos y fisiológicos, que se realizan en su paso por el epidídimo al que 

llegan a través del conducto eferente mediante movimientos peristálticos (Phillips, 

1970). 

Durante el paso entre la cabeza y la cola del epidídimo, los espermatozoides 

adquieren movilidad a través de un mecanismo de fosforilación y des-fosforilación 

de proteínas presentes en el flagelo del espermatozoide, reguladas por 

mediadores intracelulares como ión calcio (Ca²⁺), AMPc y el pH, procedente del 

microambiente del epidídimo (Tash y Bracho, 1994). Sin embargo, las principales 
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modificaciones incluyen cambios en la composición lipídica y proteica de la 

membrana plasmática (Sullivan et al., 2005; Yanagimachi, 1994). 

1.2.2 Maduración en el tracto genital femenino 
 

Durante el trayecto, los espermatozoides van adquiriendo gradualmente la 

movilidad y capacidad fertilizante (Foldesy y Bedford, 1982). Después de la 

eyaculación, el semen forma un gel, que se licúa de 20-30 minutos, por medio de 

unas enzimas originadas en la glándula prostática. Para proteger temporalmente a 

los espermatozoides del pH ácido vaginal, al cabo de unas horas, los 

espermatozoides que no han alcanzado el moco cervical, son inmovilizados. El pH 

de la secreción mucosa cervical es alcalino, permitiendo la supervivencia de los 

espermatozoides que pueden acceder a él, después de la eyaculación (Ralt  et al., 

1991). Esta secreción ayuda a eliminar espermatozoides anormales, la selección 

de espermatozoides móviles, eliminación del plasma seminal y por lo tanto la 

iniciación de la capacitación. El estrecho contacto entre el espermatozoide y el 

moco cervical, rico en albúmina servirá, en primer lugar, para eliminar los factores 

descapacitantes y, en segundo lugar, la pérdida de varios lípidos de membrana 

como el colesterol; estos dos eventos dan lugar a la capacitación (Feki et al., 

2004).  

Las contracciones uterinas y la movilidad espermática impulsan a los 

espermatozoides hacia la unión útero tubárica. En esta región, las secreciones 

mucosas rellenan su interior, formando una barrera que impide cualquier retroceso 

(Dobronski et al., 1997). 

Las trompas de Falopio proporcionan un entorno propicio para, en primer lugar, el 

transporte del espermatozoide, el almacenamiento y la capacitación y, en segundo 

lugar, la captación ovocitaria, su trasporte, fertilización y finalmente la división 

embrionaria. Todos estos acontecimientos se producen en un periodo 

relativamente corto del ciclo menstrual, alrededor de la ovulación (Hunter, 1981). 
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1.3 Movilidad espermática 
 

Los espermatozoides de mamíferos manifiestan dos formas generales de 

movilidad: activa e hiperactivación. La movilidad activa, se observa en 

espermatozoides recién eyaculados y muestra un ritmo relativamente bajo de 

amplitud flagelar que impulsa al espermatozoide por su viaje por el tracto 

reproductivo femenino (Turner et al., 2006). 

Posteriormente los espermatozoides alcanzan un movimiento flagelar aún más 

vigoroso que juega un papel muy importante en el desplazamiento efectivo a 

través del moco cervical. Esta aceleración de la movilidad, denominada  

hiperactivación (Yanagimachi, 1969) se compone de ritmos exagerados, de gran 

amplitud flagelar causando que los espermatozoides naden en "figura de ocho", 

formación característica en un medio de baja viscosidad. En medio de alta 

viscosidad, la movilidad hiperactiva es más progresiva (Ho y Suárez, 2003). 

 

La hiperactivación es importante para la progresión de los espermatozoides a 

través del entorno de mayor viscosidad del oviducto y, para la penetración del 

cúmulo del ovocito (Suarez y Dai, 1992; Darszon et al., 2006). Por lo tanto la 

movilidad es una de las funciones más importantes de los gametos masculinos. 

1.4 Capacitación espermática 
 

Los espermatozoides de mamíferos no son capaces de fecundar al ovocito 

inmediatamente después de la eyaculación, el espermatozoide adquiere su 

capacidad fecundante después de permanecer en el tracto genital femenino. Este  

 

intervalo entre la liberación de los espermatozoides en el tracto genital de la 

hembra y la fecundación se denomina “capacitación” (Suárez y Pacey, 2006). 
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La capacitación es un proceso de cambios bioquímicos que tienen por objetivo 

permitir al espermatozoide llevar a cabo la reacción acrosómica, este fenómeno 

inicia por un eflujo de colesterol de la membrana plasmática de los 

espermatozoides (Blackmore y Eisoldt, 1999). Este eflujo es lento y favorecido por 

la albúmina. La extrusión de colesterol de la membrana trae como consecuencia 

un aumento en su fluidez y activación de adenilato ciclasa soluble (ACs) (Clozel et 

al., 1997). Esta enzima eleva los niveles de AMPc y activa consecuentemente a la 

proteína cinasa A (PKA) (Chouabe et al., 2000). La ACs, es estimulada por iones 

de calcio y por bicarbonato (O´toole et al., 2000). Al respecto, cabe mencionar que 

la capacitación requiere estrictamente de la presencia de calcio extracelular y es 

estimulada por el bicarbonato. El aumento en el AMPc y la activación de la PKA, 

trae como consecuencia la activación de tirosinas cinasas (Cui et al., 2004; Czirjak 

y Enyedi, 2006; Darszon et al., 2006) La actividad de las tirosinas cinasas también 

es esencial para la capacitación, ya que su inhibición, previene la reacción 

acrosómica inducida fisiológicamente por la progesterona, lo cual constituye un 

“marcador funcional” de la capacitación (Figura 2). 

Además, la activación de la PKA tiene como resultado la activación de la 

fosfolipasa D (PLD), la cual estimula a su vez la polimerización de F-actina en 

humano, murinos y en el carnero, evento que es relacionado con la reacción 

acrosómica (Cohen et al., 2004). 

Entre estos procesos bioquímicos, la capacitación del espermatozoide se 

acompaña de un aumento en el calcio intracelular de reposo y un cambio en el pHi  

(Lotshaw, 2001). 
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Figura 2. Vías de señalización en la capacitación del espermatozoide. La activación de ACs, mediante el Ca²⁺ 
y el HCO₃⁻, iniciando la vía de AMPc/PKA dando como resultado la fosforilación de las proteínas de 
membrana (Vadnais et al., 2007). 

1.5 Reacción acrosómica  
 

Como resultado de la capacitación, el espermatozoide está preparado bioquímica 

y morfológicamente para realizar la exocitósis denominada reacción acrosómica, 

que se inicia cuando el espermatozoide tiene contacto con la zona pelúcida (ZP) 

del ovocito (Yanagimachi, 1990). La ZP es la capa externa que rodea al ovocito de 

los mamíferos y está compuesta de cuatro glicoproteínas (ZP1, ZP2, ZP3, ZP4), 

de las cuales la ZP3 es la que contiene al inductor fisiológico de la reacción 

acrosómica del espermatozoide (Darszon et al., 2006). 

 

Permitiendo la liberación de una serie de enzimas y un cambio estructural en la 

parte anterior de la cabeza espermática; hecho que facilitará la penetración de las 

cubiertas del ovocito (Buxadé, 1995). 

La reacción acrosómica inducida por la ZP o ZP3 requiere de Ca²⁺ externo e 

involucra: incrementos en la [Ca²⁺]i mediados por canales, un aumento en el pHi y 

cambios en el potencial de membrana (Darszon et al., 2006). 
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Aún se desconoce cuál (es) es (son) el(los) receptor(es) de ZP3. Se postula que la 

unión de la ZP a su(s) receptor(es) dispara cambios en el potencial de membrana 

(pM) que activan a los canales de calcio dependientes de voltaje (Cav) del 

espermatozoide maduro. Además de estos cambios, la reacción acrosómica 

inducida por la ZP requiere de un incremento transitorio de pHi. Se desconoce 

todavía cuál es la relación entre el aumento en el pHi y [Ca²⁺]i (López-González et 

al., 2001). 

 

La hipótesis más aceptada considera que la inducción de la reacción acrosómica 

por la ZP estimula la entrada de Ca²⁺ a través de los canales T que activa a una 

fosfolipasa C presente en el espermatozoide. Al activarse la fosfolipasa C se 

incrementa los niveles de inositoltrifosfato (IP3). El receptor de IP3 está presente 

en el acrosoma de estas células (Darszon et al., 2011). 

1.6 Canales de membrana, moléculas y factores implicados en el 
proceso de capacitación 

1.6.1  Importancia del Ca²⁺ en la capacitación 
 

El Ca²⁺ puede provenir de dos fuentes: 1) extracelular introducido a través de 

canales de la membrana plasmática y/o 2) Ca²⁺ almacenado en orgánulos 

intracelulares. La fuente predominante de Ca²⁺ para la hiperactivación es 

extracelular, incorporándose a través de los canales de Ca²⁺ de la membrana 

plasmática formados por proteínas CatSper (Herrick et al., 2005). Estas proteínas 

sólo se expresan en células germinales masculinas y se localizan en la pieza 

principal del flagelo del espermatozoide maduro. Estos canales parecen ser 

activados mediante el aumento del pHi (Kirichok et al., 2006). 

La movilidad progresiva del espermatozoide es importante en la evaluación del 

potencial de fertilidad de los espermatozoides, y el requisito previo para la 
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fertilización. Esta depende de un número de factores, incluyendo la temperatura a 

la que se mantiene el semen en el momento de los análisis. (Amelar et al., 1980). 

El Ca²⁺ tiene la propiedad de ser empleado como regulador por numerosas 

proteínas celulares. La señal de Ca²⁺ participa en el control de múltiples funciones 

celulares desde la fertilización hasta los procesos de muerte celular, secreción, 

metabolismo hasta la diferenciación y replicación celular. De todos los 

mecanismos de señalización intracelular el más caracterizado y el mejor estudiado 

es la movilización de Ca²⁺. Esta vía consiste en aumentos transitorios de la 

concentración de calcio intracelular [Ca²⁺]i producidos por numerosos mensajeros 

intercelulares (Berridge et al., 1999). 

La acción del Ca²⁺ sobre distintas enzimas efectoras involucradas en la señal de 

transducción espermática sugiere que este catión juega un papel importante en la 

capacitación (Dragileva et al., 1999). 

Una de las consecuencias más importantes de la salida del colesterol de las 

membranas, es una entrada masiva de Ca²⁺ extracelular que se considera 

requisito indispensable para que el proceso de reacción acrosómica tenga lugar. 

Esta entrada de Ca²⁺ puede ser consecuencia de los cambios que ocurren en la 

fluidez de la membrana, lo que confiere que sea más permeable al Ca²⁺ (Flesch y 

Gadella, 2000). 

Visconti y Kopf en 1998, sugirieron un efecto cooperativo del Ca²⁺ y del HCO3
⁻ en 

la modulación de la capacitación espermática, es decir, es necesaria la presencia 

de ambos para que tenga lugar un incremento de los niveles de AMPc y la 

posterior fosforilación de diversas proteínas. 

Otro aspecto que influye en la capacitación en relación con el Ca²⁺ es el pHi.  Los 

espermatozoides no capacitados mantienen un pHi acidificado actuando como un 

regulador del influjo de Ca²⁺ (Florman et al., 1992), previniendo la capacitación y la 

reacción acrosómica.  
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Actualmente se cree por la mayoría de los investigadores que el efecto del 

aumento intracelular de Ca²⁺, HCO3
⁻ y el pHi durante la capacitación espermática 

es la activación de la ACs  posteriormente aumentará el AMPc (Breitbart, 2003; 

Hess et al., 2005). 

1.6.2  Bicarbonato  
 

El HCO3
⁻  juega un papel importante en la capacitación del espermatozoide y por lo 

tanto lograr la fecundación tanto en condiciones in vivo como in vitro (Harrison et 

al., 1996; Visconti et al., 1995). En el epidídimo hay bajos niveles de HCO3
⁻ (3-4 

mM), pero estos niveles son mayores a en el útero y oviducto (>20 mM) que es el 

lugar donde tiene lugar la fecundación (Rodríguez-Martínez et al., 1990). 

El movimiento del HCO3
⁻ a través de la membrana ha sido asociado con el 

incremento del pHi durante la capacitación (Zeng et al., 1995). Sin embargo, otro 

objetivo probable del bicarbonato en el espermatozoide es la regulación del 

metabolismo de AMPc (Garbers et al., 1982) por estímulo de ACs (Buck et al., 

1999). 

Se ha observado que el bicarbonato provoca una serie de eventos tales como la 

regulación de los niveles de AMPc, cambios reversibles en la membrana 

plasmática y la hiperpolarización de esta, por medio de la vía de señalización 

AMPc/PKA (Harrison, 2004). Por lo tanto se ha determinado que la capacitación 

es un proceso dependiente de bicarbonato (Gadella y Harrison, 2002; Visconti et 

al., 2002). 

1.6.3  Potencial de membrana 
 

El potencial de membrana basal está determinado por la permeabilidad relativa de 

la membrana plasmática espermática a los iones que van a constituir el medio de 

capacitación. Bajo condiciones normales, los espermatozoides mantienen una 
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concentración de iones en el interior de la célula muy diferente de la que se 

encuentra en el medio extracelular. La diferencia está determinada por la 

permeabilidad de la membrana plasmática a los iones que se encuentran en el 

medio, de sus gradientes y del estado metabólico de la célula (Salicioni et al., 

2007). 

La capacitación espermática en los mamíferos está acompañada de una 

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

1995), dando como resultado cambios en la actividad de los canales iónicos y 

transportadores que controlan el flujo iónico (Salicioni et al., 2007). Se ha 

demostrado que en el espermatozoide de ratón, los cambios en el potencial de 

membrana no ocurren en ausencia de Albúmina Sérica Bovina (BSA) o de HCO3
⁻ 

(Demarco et al., 2003). 

Estos resultados sugieren que en un medio de capacitación el HCO3
⁻, así como el 

flujo de colesterol, puede tener la función directa o indirecta controlando eventos 

que le permiten la hiperpolarización de la membrana plasmática del 

espermatozoide (Salicioni et al., 2007). 

1.6.4 Quimiotaxis y termotaxis 
 

La probabilidad de un encuentro entre los gametos in vivo es muy difícil 

(Eisenbach y Tur-Kaspa, 1999) debido a una serie de razones. En primer lugar, el 

número de espermatozoides eyaculados que alcanzan el itsmo del oviducto 

(donde quedan atrapados y forman un depósito de espermatozoides) es pequeño 

(Suárez 2002). En segundo lugar, solo una fracción de estos espermatozoides 

(10% en los seres humanos Cohen et al., 1995) se convierten capacitados y 

adquieren un estado de preparación para la fertilización del ovocito (Jaiswal y 

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

el tracto reproductor femenino para llegar al ovocito en el sitio de la fertilización es 

relativamente largo 3-5 cm en los seres humanos (Tur-Kaspa, 1992).  
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Por lo tanto se cree, para alcanzar al ovocito in vivo, los espermatozoides deben 

de ser guiados en el oviducto. Uno de los mecanismos de orientación más 

comunes es la quimiotaxis. Sin embrago la quimiotaxis por sí sola no puede ser 

suficiente debido a los movimientos peristálticos del oviducto que pueden prevenir 

la formación de un gradiente quimioatrayente de largo alcance in vivo y restringir la 

quimiotaxis a una distancia corta del ovocito (Eisenbach, 1999).  

Otro mecanismo posible de orientación podría ser la termotaxis. En donde se 

propone que este mecanismo puede guiar a los espermatozoides por un gradiente 

de temperatura. Estudios anteriores encontraron que en la ovulación existe una 

diferencia de temperatura entre el sitio de depósito de espermatozoides (más frío) 

y el sitio de a fertilización (más caliente). Por lo tanto existe una diferencia de 

temperatura de aproximadamente 2 °C en conejos entre el istmo y la unión 

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

ampolla (Hunter y Nichol, 1986). Estos hallazgos plantean la posibilidad de que la 

diferencia de temperatura podría servir como señal para guiar a los 

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

Posteriormente Bahat et al., (2003) demostraron en espermatozoides de conejo y 

de humanos que tienen capacidad para detectar pequeñas diferencias de 

temperatura (tan pequeñas como 0.5 °C y tal vez, incluso inferior) y responden a 

ella por termotaxis. In vivo la termotaxis puede ser complementaria a la 

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

mecanismo es ineficaz. Una región es aparentemente entre el depósito de 

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

de temperatura en la ovulación y donde la quimiotaxis de largo alcance puede no 

ocurrir debido a un efecto de mezcla de los movimientos peristálticos del oviducto.  
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Figura 3. Mecanismos de orientación del espermatozoide humano en el tracto genital femenino. (Bahat  y 
Eisenbach, 2006).  

1.7 Antecedentes  
 

Mahi y Yanagimachi en 1973 realizaron experimentos en espermatozoides de 

hámster dorado en donde los incubaron en un rango de 16 a 42 °C y analizaron 

los efectos de la temperatura en la movilidad, reacción acrosómica y 

supervivencia; destacando que en sus resultados a 37 °C se activan 

inmediatamente los espermatozoides, además que la reacción acrosómica ocurre 

en mayor porcentaje. 

Lenz y colaboradores en 1983 analizaron los efectos de la temperatura sobre la 

reacción del acrosoma de espermatozoides de bovinos. En sus resultados la 

reacción del acrosoma y la viabilidad espermática fueron dañadas a 40 °C. Las 

temperaturas inferiores a 35 °C no mejoraron en estos parámetros. Destacando a 

38 °C como temperatura óptima para la reacción del acrosoma. A partir de estos 

resultados se concluyó que eventos que ocurren antes y durante la fertilización 

son sensibles a la temperatura. 
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Experimentos realizados por Si en 1997 con espermatozoides obtenidos del 

epidídimo caudal del hámster, fueron activados en un medio fisiológico en un 

rango de temperaturas entre 22 y 40 °C. En sus resultados el aumento de la 

temperatura incrementó la velocidad de los espermatozoides al nadar y en su 

batido flagelar. Demostrando que la temperatura regula la iniciación y 

mantenimiento de la movilidad de los espermatozoides de hámster. 

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

la temperatura influye sobre la movilidad celular, en la reacción acrosómica, y en 

la capacidad del espermatozoide para penetrar en el ovocito. 

Como por ejemplo Cohen y colaboradores en 1985 utilizaron los espermatozoides 

obtenidos de pacientes que se sometieron a la fertilización in vitro. Los cuales 

fueron incubados a temperatura ambiente del laboratorio y a 4 °C durante 20 días, 

evaluando su movilidad y capacidad de penetración en ovocitos cada dos días 

realizando evaluaciones durante el día y la noche. Los espermatozoides 

almacenados a 4 °C durante la noche tenían  tasas más altas de penetración del 

ovocito a comparación con los almacenados a temperatura ambiente del 

laboratorio. Mientras que a temperatura ambiente, la movilidad se redujo en 

menos de la mitad en los primeros 14 días. 

Experimentos más recientes como el de Marín-Briggiler y colaboradores en 2002 

incubaron espermatozoides humanos capacitados durante 18 horas a 20 y 37 °C 

donde evaluaron hiperactivación, fosforilación de la proteína tirosina y reacción 

acrosómica. Llegando a la conclusión de que el espermatozoide humano a 

temperatura ambiente del laboratorio (20 °C) no se capacita, sin embargo este 

efecto de bloqueo no afecta a la reacción acrosómica cuando los espermatozoides 

son expuestos nuevamente a 37 °C.  

Boryshpolets y colaboradores en 2015 realizaron un análisis sobre el 

comportamiento de los espermatozoides humanos expuestos a termotaxis; las 

muestras de espermatozoides humanos fueron sometidas a un cambio de 

temperatura rápido (31 a 37 °C en 40 segundos) y se les realizó un análisis 
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cuantitativo de los parámetros de movilidad y cambios en la dirección del flagelo; 

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

que los espermatozoides tienen alta sensibilidad a los cambios de temperatura 

durante la capacitación (incubación durante 2 h).  

Finalmente los autores indicaron que los cambios de temperatura podrían ser un 

nuevo parámetro para la determinación de la calidad del espermatozoide. 

Destacando que se requiere más investigación en espermatozoides humanos. 

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

la movilidad y la reacción acrosómica. Sin embargo, el efecto de la incubación en 

los espermatozoides humanos capacitados a temperatura ambiente no ha sido 

totalmente descrito, y  la mayoría de los experimentos han sido realizados en 

animales de experimentación y pocos con espermatozoides humanos. 

II. JUSTIFICACIÓN 
 

El fenómeno de fertilización, es un proceso de comunicación intercelular que 

requiere la activación de mecanismos morfológicos y fisiológicos en los gametos 

masculino y femenino, mediados por interacciones celulares y del microambiente. 

Estos mecanismos están condicionados por distintos factores de su entorno como 

por ejemplo: secreciones del aparato reproductor femenino, plasma seminal, grado 

de acidez del medio y temperatura.  

Estudios en animales han mostrado que la temperatura de incubación tiene un 

efecto modulador sobre la movilidad espermática y la reacción acrosómica. Los 

espermatozoides humanos que son normalmente incubados a 37 ó 38 °C durante 

los experimentos in vitro y sometidos con frecuencia a las variaciones de la 

temperatura ambiente del laboratorio durante el curso de su preparación, se 

desconoce el efecto sobre la [Ca²⁺]i, el pHi en espermatozoides capacitados a 

temperatura ambiente. 
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Sin embargo, el efecto de la incubación a temperatura ambiente del laboratorio en 

la capacitación del espermatozoide humano no ha sido completamente descrito. 

Por lo que la comprensión de estos mecanismos que conducen a la fertilización es 

fundamental para hacer frente a las crecientes tasas de infertilidad masculina. 

El presente trabajo aportará conocimiento sobre los cambios a nivel fisiológico 

relacionados con la capacitación a temperatura ambiente del gameto masculino. 

III. HIPÓTESIS  
 

Si los espermatozoides incubados in vitro a 37 °C realizan los procesos como la 

capacitación, movilidad hiperactivada y estos procesos son dependientes de la 

entrada de Ca²⁺, pHi, potencial de membrana, entonces si son incubados a 

temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) se promoverán de manera 

eficiente la capacitación, la movilidad hiperactivada y la entrada de Ca²⁺, pHi, 

potencial de membrana y movilidad relacionados con la capacidad fertilizante. 

IV. OBJETIVOS 
 

General: 

Estudiar el efecto de la temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) en la 

capacitación de los espermatozoides humanos. 

Particulares: 

 Determinar la concentración de Ca²⁺ intracelular en espermatozoides 

incubados a temperatura ambiente del laboratorio contrastándola con los 

que fueron capacitados a  37 °C. 
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 Evaluar el potencial de membrana de los espermatozoides capacitados a 

temperatura ambiente del laboratorio y compararlos con los incubados a 37 

°C.  

 

 Evaluar la alcalinidad del pHi de los espermatozoides capacitados 

incubados a 37 °C y compararlo con los espermatozoides incubados a 

temperatura ambiente del laboratorio. 

 
 Estudiar la movilidad que presentan los espermatozoides capacitados a 

temperatura ambiente del laboratorio y a 37 °C para analizar si existen 

diferencias entre ambas temperaturas.  

V. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Material y medios 
 

El medio para espermatozoides humanos (HSM) se preparó con: 117.5 mM NaCl, 

8.6 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 0.3 mM NaH2PO4, 0.49 mM MgCl2, 0.3 mM piruvato 

sódico, 19 mM de lactato de sodio, 2 mM de glucosa, y 25 mM HEPES y se ajustó 

a pH 7.6 con NaOH. 

Medio de capacitación: Se preparó igual que HSM pero con HEPES 15 mM, 25 

Mm NaHCO₃⁻ y 3 mg/ml de albúmina sérica bovina ajustado a pH 7.6 con NaOH. 

Percoll 75% y 50%: Ambos gradientes fueron amortiguados a pH 7.4 con HEPES 

10 mM y NaCl 150 mM. 

5.2 Purificación de los espermatozoides 
 

Las muestras de semen humano se obtuvieron de 11 donadores entre 22 y 30 

años de edad, con tres días de abstinencia sexual. Los donadores firmaron una 
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carta de consentimiento sobre el uso experimental de su muestra, autorizada por 

la Comisión de Ética de la Facultad de Medicina de la UNAM, que a su vez sigue 

los lineamientos de la convención de Helsinki sobre el correcto manejo de 

muestras provenientes de humanos.  

Las características de selección se tomaron de acuerdo al protocolo de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) y se utilizaron las muestras con las 

siguientes características de normalidad: color de semen blanco opalescente, 

volumen de 2-6 ml, densidad espermática ≥ 20 x 10⁶; movilidad > 50% (WHO, 

2010). Ver anexo A. La muestra de semen se incubo por 40 minutos a 37°C para 

reducir su viscosidad.  

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

separación de los espermatozoides del plasma seminal mediante gradientes de 

percoll. El semen se colocó sobre un gradiente de 1ml de percoll al 75% y 1ml de 

percoll al 50% y centrifugado a 3500 rpm durante 20 minutos en tubos cónicos de 

15 ml (Linares-Hernández et al., 1988). La pastilla de espermatozoides se separó 

y se lavó con medio HSM mediante centrifugación a 3500 rpm por 5 minutos. 

Después de haber obtenido la pastilla se realizaron las determinaciones de calcio 

intracelular, potencial de membrana, pHi, y movilidad espermática. 

5.3 Determinación de la [Ca²⁺]i con  Fura-ff AM 
 

Posterior a la última centrifugación de las muestras de semen (0.6–1.5 X 108 

células) se resuspendieron en 1 ml de medio HSM y se cargaron con 2 μM del 

derivado acetoximetil éster de Fura-ff AM, durante 40 minutos a 37 °C. Este 

derivado es permeable a las células y en este tiempo de incubación se incorpora 

al citoplasma, ahí las esterasas separan al acetoximetilo, haciendo al colorante 

sensible al calcio. Después de los 40 minutos, se lavaron las células durante 5 

minutos por centrifugación a 3500 rpm con 5 ml de medio HSM, esto con la 

finalidad de eliminar el Fura-ff AM no incorporado a la célula. Finalmente los 
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espermatozoides se subdividieron e incubaron a una temperatura de 25–28 °C y a 

37 °C a los que se les adicionó HSM y/o HSM para capacitación, posteriormente 

se realizaron las mediciones de la [Ca2+]i en espermatozoides capacitados y no 

capacitados a 0, 2 y 4 h (Figura 4). 

Figura 4. Incubación de los espermatozoides humanos. Se muestran los espermatozoides no capacitados y 
capacitados a (25-28 °C) y a 37 °C a los cuales se les realizó mediciones de la [Ca2+]i , potencial de 
membrana, pHi y movilidad espermática durante 0, 2 y 4 h. 

5.3.1 Calibración de la [Ca²⁺]i 
 

Los registros de Ca2+ se calibraron con la ecuación descrita por Grynkiewicz et al., 

(1985) (Figura 5): 

Con una Kd = 5.5 μM como se describe en Neri et al.,(2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Calibración de la señal de calcio. Después de terminar cada uno de los experimentos se calibró 
como se muestra en la figura.  
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5.4 Determinación del potencial de membrana 
 

La pastilla de espermatozoides que se obtuvo al eliminar el plasma seminal (1 X 

107 espermatozoides) se subdividió y se les adicionó medio HSM y/o HSM para 

capacitación incubándolos a temperatura ambiente del laboratorio (25–28 °C) y a 

37 °C. En cada una de las mediciones de potencial de membrana se añadió 

inmediatamente a la celda 2.5 ml de HSM + 0.5 μM de diSC3(5), previamente 

calentada a 25-28 °C o a 37 °C bajo agitación magnética constante y se realizaron 

las mediciones correspondientes con los espermatozoides capacitados y no 

capacitados a temperatura ambiente del laboratorio 25–28 °C y a 37 °C en el 

fluorómetro PTI (Tecnología de Fotón Internacional) a 0, 2 y 4 h como se muestra 

en la Figura 4.  

El fluorómetro en donde se realizaron las mediciones de la [Ca²⁺]i, potencial de 

membrana y pHi tiene dos fotomultiplicadores colocados a 90° con respecto a la 

fuente de la lámpara de Xenón (Figura 6). Un fotomultiplicador detecta la señal de 

Fura-ff AM, con un filtro de 488 nm (Andover), excitando a 340/380 con el 

monocromador de excitación del sistema PTI. El otro fotomultiplicador detecta la 

fluorescencia del diSC3(5) a 670 nm, excitado a 600 nm con una lámpara de helio 

colocada adelante de la fuente de xenón. Tanto las longitudes de onda de 

excitación como emisión para diSC3(5) se lograrán con filtros ópticos de 

interferencia (Andover). En las determinaciones de pHi los fotomultiplicadores 

detectan la señal de la sonda fluorescente BCECF-AM, con un filtro de 550 nm 

(Andover), excitando a 500/440 con el monocromador del sistema PTI. Los datos 

adquiridos se digitalizaron a 0.83 Hz con la interfase PTI. 
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Figura 6. Representación esquemática del sistema óptico para las mediciones de la [Ca2+]i  y de potencial de 
membrana. Se ilustra la posición del monocromador con respecto a la celda y a la fuente de xenón. La 
lámpara adicional se encuentra en la ventana de excitación del monocromador y en ángulo recto a los filtros 
de emisión. El sistema de agitación se adaptó en la parte inferior de la celda, la cual cuenta con un termo-
estabilizador incluido en el equipo (Espectrofluórometro PTI) (Tomado de Torres Flores, 2011). 

5.4.1 Calibración del potencial de membrana 
 

La fluorescencia se calibró como previamente se reportó en Linares y 

colaboradores 1988, con algunas modificaciones. Al final de cada trazo se añadió 

1.5 mM de valinomicina; un ionóforo selectivo a potasio (Figura 7), que se agregó 

para fijar el potencial de membrana al potencial de equilibrio de potasio (Ek), 

calculado con la ecuación de Nernst (Ek –61.54 mV log [K]in/[K]ext). Teniendo en 

cuenta que la concentración del potasio intracelular ([K]i) en el espermatozoide 

humano es de 120 mM (Linares-Hernández et al., 1988). A una temperatura de 37 

°C, la Ek para las poblaciones de espermatozoides humanos en HSM (Kext 8.6 

mM) es de –71 mV (González-Martínez, 2003). Un minuto después de la 

valinomicina se despolarizó con adiciones consecutivas de 15, 15, y 30 mM KCl 

con 30 segundos entre cada una, a valores de -43 -30 y -15 mV, respectivamente 

(Figura 7). Esta despolarización simultáneamente aumentó la fluorescencia de 

diSC3(5). Con una relación lineal entre la fracción del cambio de la fluorescencia 

del diSC3(5) (F= F-Fo/Fo F, donde Fo es el valor de la fluorescencia obtenido 
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sobre la adición de valinomicina y F es el valor verdadero de la fluorescencia) y el 

potencial de membrana (Waggoner, 1979) (0.018-0.025 de cambio fraccionario de 

fluorescencia por mV). Tomando en cuenta los parámetros de la calibración, los 

valores verdaderos de la fluorescencia se transformaron en los valores de 

potencial de membrana según la Ecuación: 

Vm = F/mFo -1/m- b/m  

Donde m y b son los parámetros de la curva lineal de la calibración, es decir la 

pendiente y el valor del eje Y (el cambio fraccionario de la fluorescencia) en 0 mV, 

respectivamente. Estos parámetros se obtuvieron de los datos de la calibración 

utilizando el software Origin versión 6.0. Se realizó una curva de calibración para 

cada uno de los trazos utilizando los pasos de la calibración descrita arriba; la 

relación lineal se mantiene hasta +5 mV. El potencial mitocondrial no contribuye a 

la señal del diSC3(5) en el espermatozoide de humano, ya que en la mayoría de 

las incubaciones con CCCP (0.4 mM) y cianuro (1 mM) no se afecta la 

fluorescencia (Guzmán-Grenfell et al., 2000). Lo anterior es consecuente con el 

papel secundario de este organelo en la movilidad del espermatozoide humano 

(Makler et al., 1992). Así, las medidas simultáneas de potencial de membrana se 

realizaron en ausencia de inhibidores mitocondriales o desacopladores. 

 
Figura 7. Calibración del potencial de membrana. Al final de cada trazo se añadió 1.5 µM de valinomicina, se 
agregó para fijar el potencial de membrana al potencial de equilibrio de potasio (Ek). Teniendo en cuenta que 
la concentración del potasio intracelular ([K]i) en el espermatozoide humano es de 120 mM a una temperatura 
37 °C, la Ek para las poblaciones de espermatozoides humanos en HSM (Kext 8.6 mM) es de –71 mV. Un 
minuto después de la valinomicina se despolarizó con adiciones consecutivas de 15, 15, y 30 mM KCl con 
30´s entre cada una, a valores de -43 -30 y -15 mV, respectivamente. 
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5.5 Determinación de pHi  
 

Las células se cargaron con la sonda fluorescente BCECF-AM (1 µM durante 30 

minutos). Las células cargadas y divididas (Figura 5), se centrifugaron y fueron 

añadidas a la celda de fluorescencia. La fluorescencia se detectó a 550 nm, 

excitando alternadamente a 500 nm y a 440 nm (longitudes de onda insensibles al 

pH).  

Para calibrar la señal, se permeabilizaron las células con 0.1% Tritón X-100. Esta 

permeabilización deberá aumentar el valor de R (fluorescencia a 550 nm y su 

excitación a 500 nm dividida entre 440 nm: 500/440) a un valor correspondiente al 

pH del medio HSM, esto es pH 7.6 (Figura 8a y 8b). 

Posteriormente, se acidifico a tres valores diferentes mediante adiciones de HCl al 

0.3 % (10 µL) (Figuras 8a y 8b) y se compararó los valores de R con los pH 

medidos con un electrodo normal de pH en cada administración (Figura 8c), 

consistentemente los valores de R en función del pH muestran una curva 

sigmoide. Los datos obtenidos se analizaron con el software del PTI para convertir 

los valores de R a valores de pHi (Figura 8d). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Calibración de la señal de pHi. A-B. Se permeabilizaron las células con 0.1 % Tritón X-100. Esta 
permeabilización aumentó el valor de R (fluorescencia a 550 nm y su excitación a 500 nm dividida entre 440 
nm: 500/440) a un valor correspondiente al pH del medio HSM, esto es pH 7.6, posteriormente se acidificó a 
tres valores diferentes mediante adiciones de HCl (10 µL) al 0.3%. C. Se compararon los valores de R con los 
pH medidos con un electrodo normal de pH en cada administración, consistentemente los valores de R en 
función del pH muestra una curva sigmoide. D. Los datos obtenidos se analizaron con el software del PTI para 
convertir los valores de R a valores de pHi (Tomado de Neri, 2007). 

A C 

B D 
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5.6  Ensayos de movilidad 
 

Existen diversos métodos cuantitativos y cualitativos sobre el estudio y análisis de 

la movilidad espermática. En estos métodos se evalúa el porcentaje de 

espermatozoides móviles, así como el tipo de movimiento que presenta la media 

de una población espermática. Estas medidas ofrecen una descripción general de 

la movilidad espermática, pero la exactitud y precisión están limitadas por las 

condiciones del sistema de medida utilizado y por la destreza del  observador. 

Sin embargo, la creación de los sistemas informatizados de imágenes abrió un 

nuevo campo en el estudio de la movilidad de los espermatozoides. Estos 

sistemas, denominados CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), han 

automatizado y simplificado el proceso convirtiéndose en una valiosa herramienta 

en la evaluación de la calidad del semen (Verstegen et al., 2002).  Ya que permite 

tener una clasificación objetiva de los parámetros de movilidad de una población 

espermática utilizando imágenes digitales mediante valores determinados para 

cada espermatozoide considerando la velocidad del movimiento y la frecuencia del 

cambio en la dirección de la cabeza (Ostermeier et al., 2001). 

Con la finalidad de hacer una evaluación objetiva de la movilidad espermática se 

utilizó el sistema de análisis automatizado de movilidad espermática (CASA) de la 

marca Hamilton-Thorn. Después de pasarlos por el gradiente de percoll, la 

movilidad de los espermatozoides se determinó en función del tiempo. Se 

evaluaron 20 campos a 60 Hz en campo oscuro, capturándolos con un objetivo 

20x a 25-28 °C y a 37 ºC. En cada tratamiento se cuantificaron entre 2000-3000 

espermatozoides. Se determinaron los parámetros cinéticos del espermatozoide 

durante su desplazamiento (Figura 9). Las definiciones de cada uno de estos 

parámetros se encuentran descritas en el anexo B. 
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VCL: Velocidad curvilínea 

VSL: Velocidad rectilínea  

VAP: Velocidad de la trayectoria media  

LIN: Linealidad  

STR: Rectitud de la trayectoria media  

ALH: Amplitud de desplazamiento lateral  

BCF: Frecuencia de batido   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Representación esquemática de los parámetros cinéticos muestreados por el CASA. (Tomado de 
Owen y Katz, 1993). 

El porcentaje de células hiperactivadas en este estudio fue evaluado mediante los 

criterios estándar para identificar la hiperactivación como lo establece Mortimer  y 

Mortimer (1990), donde los espermatozoides presentan las siguientes medidas 

cinéticas: VCL > 100 micras/s, LIN < 60% y  ALH ≥ 5 micras. 

Las medidas cinéticas de los espermatozoides en el sistema CASA están basadas 

en las sucesivas posiciones del centroide de la cabeza espermática a través del 

tiempo. La geometría de las trayectorias determina las velocidades y los patrones 

de movimiento (Mortimer et al., 2000). 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

    29 

 

El sistema CASA realiza la digitalización de las imágenes espermáticas a partir de 

un campo microscópico, mediante la identificación de cabezas espermáticas en 

base a su tamaño, forma y luminosidad. Una vez identificadas, las posiciones 

sucesivas de las mismas permitirán el análisis de las trayectorias generadas. Los 

componentes comunes de los instrumentos CASA son una cámara de video, una 

computadora y un microscopio. Los programas informáticos que utiliza son para 

identificar y para seguir a todos los espermatozoides en las imágenes de video y 

para realizar los cálculos de los datos (Boyers et al., 1989). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Digitalización de la imagen de la cabeza del espermatozoide. A. La imagen de un espermatozoide 
con elementos de la foto sobrepuestos (pixeles) que son usados para realizar el de la imagen de video B. Es 
como la computadora registra la cabeza del espermatozoide (Tomado de Mortimer 2000). 

 

5.7 Análisis estadístico 
 

Los datos obtenidos se expresaron como medias ± error estándar (ES). Se aplicó 

un análisis de T-Student, donde los valores con una probabilidad <0.05 se 

consideraron estadísticamente significativos. El análisis de los datos se realizó con 

el software SigmaPlot, versión 11. 
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VI. RESULTADOS 
 

A continuación se presentan los resultados de cada una de las mediciones 

realizadas a los espermatozoides humanos. 

6.1 Efecto de la temperatura sobre el incremento de la [Ca²⁺]i 
inducido con progesterona  
 

A los espermatozoides capacitados a 37 °C y a temperatura ambiente del 

laboratorio se les agregó 4 µM de progesterona un minuto después de haberlos 

colocado en la celda y bajo agitación magnética constante. Los trazos 

representativos de las determinaciones sobre la [Ca2+]i se muestran en la Figura 

11. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Efecto de la incubación (0, 2, 4 h) a diferente temperatura (25-28 °C y 37 °C) sobre el incremento 
de la [Ca²⁺]i en espermatozoides no capacitados y capacitados inducido con 4 µM de Progesterona. n=4  

 

Las mediciones realizadas sobre la [Ca2+]i en espermatozoides incubados en un 

medio con la ausencia de bicarbonato y de albumina al adicionar progesterona 
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mostró niveles bajos en la [Ca2+]i (testigo-trazo negro) alcanzando una 

concentración intracelular de 1.2 µM. 

Por otra parte los espermatozoides capacitados a 37 °C en un periodo de 2 h 

tuvieron un incremento en la [Ca2+]i de 1.5 µM; los espermatozoides capacitados a 

temperatura ambiente del laboratorio durante 2 h tuvieron un incremento 1.6 µM. 

En un periodo de 4 h de incubación los espermatozoides a una temperatura de 

37°C (trazo café) al inducirlos con 4 µm de progesterona se observó una elevación 

rápida de la [Ca2+]i de 4.69 µM; que decae durante los siguientes 15 a 20 

segundos disminuyendo su amplitud y cinética; mientras que los espermatozoides 

capacitados e incubados durante 4 h a temperatura ambiente del laboratorio 25-28 

°C (trazo verde) cuando se les agregó progesterona tuvieron un incremento de 

4.21 µM en la [Ca2+]i y posteriormente fue disminuyendo en los siguientes 15 a 20 

segundos. 

Tanto los espermatozoides incubados durante 2 y 4 h a 37 °C y a temperatura 

ambiente del laboratorio (25-28 °C) mostraron diferencias significativas con 

respecto al testigo (Figura 12), los resultados obtenidos sobre los 

espermatozoides incubados en medio HSM de capacitación en un lapso de 0 h en 

la [Ca2+]i fue de 0.59 ± 0.19, los espermatozoides capacitados a 37 °C durante 2 h 

tuvieron un incremento de 2.34 ± 0.75, en un periodo de 4 h de incubación a 

temperatura ambiente del laboratorio fue de 4.21 ± 0.40; mientras que a una 

incubación a una temperatura de 37 °C en un periodo de 2 h la [Ca2+]i fue de 2.58 

± 3.51, con una incubación de 4 h a 37 °C la [Ca2+]i fue de 4.69 ± 0.49. Sin 

embargo, no se observó diferencia significativa entre los espermatozoides 

incubados a 37 °C y a temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C); aunque si 

se observó diferencia significativa dentro de cada tratamiento (Figura 12. 
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Figura 12. Efecto de la temperatura sobre el Δ [Ca2+]i en espermatozoides humanos capacitados. (Δ= [Ca2+]i 
en el pico menos la [Ca2+]i basal. El dato del Ca2+ basal se tomó justo antes de la  estimulación con la 
Progesterona) expresado con la media ± ES de una n= 4. Los asteriscos (*) muestran diferencias significativas 
(P<0.05) entre los diferentes tratamientos en comparación con su correspondiente testigo. 

6.2 Efecto de la temperatura sobre el potencial de membrana de 
los espermatozoides humanos capacitados. 
 

La figura 13 muestra las mediciones realizadas del potencial de membrana (pM) 

en los espermatozoides incubados a diferentes temperaturas. Al adicionar 4 µM de 

progesterona en espermatozoides no capacitados (testigo-trazo negro) se observó 

una despolarización transitoria seguida de una hiperpolarización de la membrana 

(-50 ± 1.74); por otra parte los espermatozoides incubados durante 2 h a 37 °C 

(trazo azul) cuando se le agrego progesterona ocurrió una hiperpolarización de la 

membrana (-49.00 ± 1.6), en cambio a temperatura ambiente del laboratorio con 

una incubación de 2 h (trazo rojo) ocurrió una despolarización en la membrana de 

los espermatozoides (-50.07 ± 1.48). 

Mientras que a los espermatozoides capacitados a 37 °C durante 4 h (trazo verde) 

después de inducirlos con 4 µM de progesterona se observó una hiperpolarización 
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del pM llegando a -50 ± 1.21 mV, y en los espermatozoides capacitados e 

incubados a temperatura ambiente del laboratorio 25-28 °C (trazo café) cuando se 

les agregó progesterona la hiperpolarización del pM llegó a -49.25 ± 2.23 mV 

(Figura 13 B). No se observó diferencia significativa en ningún tratamiento antes 

de la adición de progesterona (Figura 13 A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Efecto de la temperatura sobre el potencial de membrana en espermatozoides capacitados y no 
capacitados en un periodo de 0, 2 y 4 h. A. Media ± ES de una n=7 individuos del potencial de membrana en 
espermatozoides incubados a 0, 2 y 4 h. Este dato fue tomado antes de la adición de progesterona. B. Trazos 
que representan el efecto de la temperatura (37 °C y 25-28 °C) sobre el potencial de membrana en 
espermatozoides de humano. 
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6.3 Efecto de la temperatura sobre el pHi en espermatozoides 
humanos capacitados. 
 

Los cambios de pHi son muy importantes en la fisiología de todas las células ya 

que modulan múltiples enzimas y canales iónicos, y el espermatozoide no es la 

excepción. Por lo anterior, se nos hizo importante medir el pHi en los 

espermatozoides y determinar si con la incubación a diferentes temperaturas (25-

28 °C y 37 °C) y a diferentes tiempos (0, 2 y 4 h) se observaba un cambio en el 

pHi, así como,  descartar que la progesterona tiene un efecto sobre el pHi, por sí 

mismo, y que el efecto que se observa en el incremento del calcio se debiera a 

este cambio. La figura 14 muestra los trazos representativos del pHi, donde se 

puede apreciar el pHi basal de los espermatozoides capacitados antes y después 

de la adición de la progesterona incubados a temperatura ambiente del laboratorio 

(25-28 °C) y a 37 °C en un lapso de 0, 2, y 4 h. 

Figura 14. Efecto de la incubación de 0, 2, y 4 h a diferente temperatura (25-28 °C y 37 °C) sobre el pHi en 
espermatozoides capacitados y estimulados con 4 µM de progesterona. Trazos representativos de una n= 5. 
La incubación de los espermatozoides en diferentes temperaturas muestra pHi basal, aunque no presenta 
diferencia significativa.  

 

En estas mediciones los espermatozoides testigo (0 h) a una temperatura 

ambiente del laboratorio (25-28 °C) tuvieron un pHi de 6.82 ± 0.013, los 

espermatozoides capacitados a 37 °C durante 2 h tuvieron un pHi de 6.85 ± 0.01, 

mientras que los espermatozoides capacitados e incubados a temperatura 
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ambiente 25-28 °C en un tiempo de incubación de 2 h fue de 6.82 ± 0.02. Las 

poblaciones de espermatozoides con un tratamiento de 4 h a una temperatura de 

37 °C tuvieron un pHi de 6.92 ± 0.04, a temperatura ambiente del laboratorio (25-

28 °C) en pHi de los espermatozoides capacitados fue de 6.85 ± 0.03. En estas 

condiciones no se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos, así 

mismo, tampoco la adición de 4 µM de progesterona causó un cambio en el pHi en  

los espermatozoides humanos capacitados (Figura 15).  

Figura 15. pHi en espermatozoides capacitados a temperatura ambiente y a 37 °C en un periodo de 
incubación de  0, 2, y 4 h. Media ± ES de una n=5 del pHi. No se mostraron diferencias significativas entre 
ningún tratamiento. 

6.4 Efecto de la temperatura sobre la movilidad de los 
espermatozoides humanos.  
 

Los resultados que se obtuvieron en los experimentos realizados con el sistema 

computarizado CASA se muestran a continuación; cada una de las gráficas 

simboliza las mediciones en los espermatozoides capacitados a temperatura 

ambiente del laboratorio (25 – 28 °C) y a 37 °C durante un lapso de 0, 2 y 4 h. 

El promedio de la velocidad curvilínea (VCL) de los espermatozoides en el testigo 

(0 h) en este experimento fue de 98.57 ± 5.65 µm/s. Los espermatozoides 

incubados en un medio HSM de capacitación a temperatura ambiente del 
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laboratorio (25 - 28 °C) en un periodo de 2 h fue de 104.8 ± 6.35 µm/s, por otra 

parte los espermatozoides incubados durante 4 h a temperatura ambiente 

presentaron una movilidad de 85.6 ± 4.20 µm/s. Los espermatozoides incubados a 

una temperatura de 37 °C presentaron una movilidad ligeramente superior que a 

temperatura ambiente del laboratorio en un periodo de incubación de 2 h con un 

promedio de 105.32 ± 2.86 µm/s y en un tiempo de incubación de 4 h a una 

temperatura de 37 °C la velocidad curvilínea en los espermatozoides capacitados 

fue de 103.9 ± 3.34 µm/s, estos valores se encuentran representados en la Figura 

16.  

Donde se puede observar que en un periodo de incubación de 2 h a temperatura 

ambiente tuvo diferencias significativas con el grupo de espermatozoides 

incubados durante 4 h a 28 °C, por otra parte a 2 h a una temperatura de 37 °C 

con 4 h a temperatura ambiente, finalmente los incubados a temperatura ambiente 

de 4 h tuvieron diferencia estadistica con los incubados a 37 °C 

Figura 16. Efecto de la temperatura sobre la velocidad curvilínea de los espermatozoides capacitados. La 
gráfica representa la medias ± ES de una de n=4. Los espermatozoides incubados a 0 h (testigo) se 
encuentran en la primera barra de la gráfica, la segunda y tercera barra representan la incubación de 
espermatozoides durante 2 h a temperatura ambiente 25–28 °C y a 37 °C respectivamente, cuarta y quinta 
barra representan los espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25–28 °C y a 37 °C durante una 
incubación de 4 h. Los asteriscos (*) muestran diferencias significativas (P<0.05) entre los diferentes 
tratamientos. 
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Al evaluar la velocidad rectilínea (VSL) en los espermatozoides humanos 

incubados durante 0 h (testigo) se obtuvo un promedio de 57.65 ± 7.25 µm/s; en 

un medio adicionado con albumina y bicarbonato (HSM capacitación) con un 

tiempo de incubación de 2 y 4 h a temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) 

el promedio fue de 44.92 ± 1.76 µm/s y de 36.52 ± 1.72 µm/s respectivamente. En 

los espermatozoides capacitados a una temperatura de 37 °C se obtuvo una 

velocidad rectilínea en los espermatozoides de 52.5 ± 5.07 µm/s a las 2 h y 

finalmente en las mediciones realizadas a 4 h en los espermatozoides el promedio 

fue de 54.8 ± 5.43 µm/s (Figura 17).  

 

Figura 17. Efecto de la temperatura sobre la velocidad rectilínea en los espermatozoides capacitados. La 
gráfica representa la medias ± ES de una de n=4. La primera barra representa a los espermatozoides 
incubados a 0 h (testigo), las siguientes dos barras representan la incubación de espermatozoides durante 2 h 
a temperatura ambiente 25–28 °C y a 37 °C respectivamente, los espermatozoides incubados a temperatura 
ambiente 25–28 °C y a 37 °C durante 4 h se representan en las 2 últimas barras de la gráfica.  Los asteriscos 
(*) muestran diferencias significativas (P<0.05) entre los diferentes tratamientos. 

 

La figura 18 representa los resultados obtenidos del promedio de la velocidad de 

la trayectoria media (VAP). En los espermatozoides humanos incubados a 0 h ( 

testigo) la trayectoria media fue de 61.72 ± 6.63 µm/s. A temperatura ambiente 
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(25-28 °C) con una incubación de 2 h la media fue de 57.75 ± 2.02 µm/s, 

posteriormente a las 4 h a temperatura ambiente el promedio fue de 47.67 ± 2.00 

µm/s, mientras que a 37 °C hubo un incremento de la velocidad a 2 h al 

compararlo con los espermatozoides incubados a temperatura ambiente con un 

valor de 62.57 ± 4.07 µm/s, a 4 h también hubo un ligero aumento al compararlos 

con los de temperatura ambiente con los de 37 °C con un promedio de 63.1 ± 4.20 

µm/s. Observándose diferencia significativa entre 2 y 4 h incubados a 37 °C.  

 

Figura 18. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de la trayectoria media en espermatozoides humanos 
capacitados. La gráfica representa la medias ± ES de una de n=4. En la primera barras de la gráfica se 
muestran los promedios de los espermatozoides incubados a 0 h (testigo), seguidos de los espermatozoides 
incubados durante 2 h a temperatura ambiente 25–28 °C, la siguiente barra representa incubación a 37 °C 
durante 2 h, finalmente las últimas dos barras se encuentra el promedio de la incubación a temperatura 
ambiente 25–28 °C y a 37 °C durante 4 h.  El asterisco (*) muestra diferencia significativa  (P<0.05) entre los 
espermatozoides incubados 2 o 4 h a 37 °C. 

 

La linealidad (LIN) de los espermatozoides incubados en este experimento se 

encuentra en la Figura 20, en la cual se puede observar que en el testigo (0 h) el 

promedio fue de 58.5 ± 3.96 %, a 2 h los espermatozoides capacitados a 

temperatura ambiente tuvieron una linealidad de 43.75 ± 3.35 por otra parte en los 
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espermatozoides incubados a 37 °C durante 2 h la linealidad fue de 48.5 ± 4.73 %. 

A las 4 h de incubación el valor fue mayor en los espermatozoides capacitados a 

una temperatura de 37 °C con un valor de 50.25 ± 4.87 %, los espermatozoides a 

una temperatura ambiente incubados a 4 h tuvieron una linealidad de 42.25 ± 2.59 

% este valor fue menor que en los espermatozoides incubados a 37 °C. La 

linealidad de los espermatozoides incubados durante 0 h presentaron diferencia 

estadística con los incubados a 2 y 4 h a 25-28 °C. 

 

Figura 19. Efecto de la temperatura sobre la linealidad en espermatozoides capacitados. La gráfica 
representa la medias ± ES de una de n=4.  Los espermatozoides incubados a 0 h (testigo) se muestran en la 
primera barra, la segunda y tercera barra representan la incubación de espermatozoides durante 2 h a 
temperatura ambiente 25–28 °C y a 37 °C respectivamente, los espermatozoides incubados a temperatura 
ambiente 25–28 °C y a 37 °C durante 4 h son representados en las dos últimas barras.  Los asteriscos (*) 
muestran diferencias significativas (P<0.05) entre el testigo y los espermatozoides incubados a temperatura 
ambiente. 

 

El promedio de los valores sobre la rectitud de la trayectoria media (STR) en los 
espermatozoides están representados en la figura 21 en un periodo de 0 h 
(testigo) se obtuvo un promedio de 84.5 ± 3.1 %, las mediciones realizadas en un 
periodo de 2 h a temperatura ambiente del laboratorio (25–28 °C) fue de 75.75 ± 
2.49 %, a una temperatura de 37 °C el promedio realizado en las mediciones de 2 
h fue de 79 ± 3.58 %. Posteriormente en los espermatozoides incubados durante 4 
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h a temperatura ambiente el promedio fue 72.25 ± 1.93 %, mientras que en los 
espermatozoides capacitados a 37 °C a 4 h después de su incubación se obtuvo 
un promedio de 80.75 ± 3.94 %. Presentando diferencia estadística en los 
espermatozoides incubados a 0 h con los incubados a 4 h a temperatura ambiente      
(Figura 20). 

  

Figura 20. Efecto de la temperatura sobre la rectitud de la trayectoria media en espermatozoides humanos 
capacitados. La gráfica representa la medias ± ES de una de n=4.  El promedio de la incubación a 0 h 
(testigo) se encuentra en la primera barra, la segunda y tercera representan la incubación durante 2 h a 
temperatura ambiente 25–28 °C y a 37 °C respectivamente, la incubación en un lapso de 4 h a temperatura 
ambiente 25–28 °C y 37 °C se encuentra representada en las 2 últimas barras de la gráfica. El asterisco (*) 
muestra diferencia significativa  (P<0.05) entre los espermatozoides incubados 4 h a temperatura ambiente 
con el testigo. 

 

El promedio de la amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza del 

espermatozoide (ALH) con respecto al testigo (0 h) fue de 4.07 ± 0.28 µm, a 37 °C 

con una incubación en un lapso de 2 h fue de 4.9 ± 0.20 µm, por otra parte a 

temperatura ambiente con una incubación de 2 h el promedio fue de 4.6 ± 0.41 

µm, finalmente a 4 h a una temperatura de 37 °C el promedio de los resultados 

obtenidos fue de 4.85 ± 0.27 µm mientras que a temperatura ambiente se redujo 

ligeramente el promedio sobre la amplitud de desplazamiento lateral de los 
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espermatozoides humanos incubados con un valor de 4.65 ± 0.32 µm como se 

muestra en la figura 21. No se observaron diferencias significativas. 

 

Figura 21. Efecto de la temperatura sobre la amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza de los 
espermatozoides humanos capacitados. La gráfica representa la medias ± ES de una de n=4.  La primera 
barra en la gráfica simboliza a los espermatozoides incubados a 0 h (testigo), la incubación en un lapso de 2 h 
en espermatozoides humanos incubados a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C se representa en la 
segunda y tercera barra, los espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C durante 
4 h se muestran en las dos últimas barras de la gráfica.  

 

El efecto de la temperatura sobre la frecuencia de batido flagelar de los 

espermatozoides humanos (BCF) se encuentra representada en la figura 22; la 

cual muestra que el testigo (0 h) en este experimento fue de 26.7 ± 1.97 Hz. Por 

otra parte a temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) los espermatozoides 

humanos en un lapso de incubación de 2 h la frecuencia de batido flagelar fue de 

22.12 ± 0.52 Hz, posteriormente a las 4 h el promedio aumento ligeramente con un 

valor de 22.52 ± 0.68 Hz. Finalmente a 37 °C la frecuencia de batido flagelar fue 

de 26.97 ± 0.96 Hz a las 2 h, mientras que a las 4 h con la misma temperatura el 

promedio poblacional fue de 29.27 ± 0.31 Hz. 
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Estos cambios mostraron diferencia significativa sobre el batido flagelar de los 

espermatozoides incubados a 2 h a temperatura ambiente con los incubados a 

37°C por el mismo tiempo. Así mismo, la incubación de 2 h a 37 °C y a 4h a 

temperatura ambiente presenta diferencia significativa. Con un tiempo de 

incubación durante 2 h a temperatura ambiente tuvieron diferencia significativa  

con los incubados a 37 °C durante 4 h. Los espermatozoides incubados durante 4 

h a temperatura ambiente tuvieron diferencia significativa con los incubados en 

ese mismo tiempo a 37 °C. 

Figura 22. Efecto de la temperatura sobre la frecuencia de batido flagelar en espermatozoides humanos 
capacitados. La gráfica representa la medias ± ES de una de n= 4.  La primera barra representa a los 
espermatozoides incubados a 0 h (testigo), la segunda y tercera barra representan la incubación de 
espermatozoides durante 2 h a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C respectivamente, cuarta y quinta 
barra representan los espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C durante 4 h. 
Los asteriscos (*) muestran diferencias significativas (P<0.05) entre los diferentes tratamientos. 

 

En la figura 23 se encuentra esquematizado el efecto de la temperatura sobre la 

movilidad total de los espermatozoides humanos, la primera barra de la gráfica 

representa el testigo del experimento (0 h) el promedio fue de 92.25 ± 1.65. Por 

otra parte los espermatozoides humanos capacitados a temperatura ambiente 

durante 2 h se obtuvo un promedio de 78.5 ± 4.97. Las mediciones realizadas a 

una temperatura de 37 °C durante una incubación de 2 h se obtuvo un promedio 

de 80.5 ± 5.13 y un promedio de 80.75 ± 4.04 en espermatozoides capacitados a 
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temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) durante un periodo de incubación 

de 4 h y a una temperatura de 37 °C con 85.75 ± 2.71 a 4 h de incubación. Como 

podemos observar no hubo diferencia significativa entre ningún tratamiento. 

Figura 23. Efecto de la temperatura sobre la movilidad total de espermatozoides capacitados humanos. La 

gráfica representa la medias ± ES de una de n=4.  Los espermatozoides incubados a 0 h (testigo) se 

encuentran en la primera barra, la segunda y tercera barra muestran la incubación de espermatozoides 

durante 2 h a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C respectivamente, cuarta y quinta barra representan 

los espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C en un lapso de 4 h.  

 

El movimiento progresivo de los espermatozoides humanos en este experimento 

mostro un promedio de 69.75 ± 4.40 en el testigo (0 h). Posteriormente con un 

tratamiento de 2 h a temperatura ambiente el promedio fue de 39 ± 7.54, el 

promedio de la incubación en los espermatozoides humanos progresivos durante 

4 h a temperatura ambiente fue de 35.75 ± 4.09. A 37° C durante 2 h de 

incubación fue de 49 ± 8.21 y finalmente la incubación de los espermatozoides a 

una temperatura de 37 °C en un periodo de 4 h fue de 54.25 ± 8.03 

espermatozoides progresivos (Figura 24). 
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El movimiento progresivo de los espermatozoides con una incubación de 0 h y de 

2 h a temperatura ambiente tuvieron diferencia significativa. Los espermatozoides 

incubados en un periodo de 0 h y los que fueron incubados durante 4 h a 

temperatura ambiente tuvieron diferencia significativa en el movimiento progresivo 

(Figura 24). 

 

Figura 24. Efecto de la temperatura sobre el movimiento progresivo en espermatozoides humanos 
capacitados. La gráfica representa la medias ± ES de una de n=4.  La primera barra representa a los 
espermatozoides incubados a 0 h (testigo), la incubación de espermatozoides durante 2 h a una temperatura 
de 25-28 °C está representada en la tercera barra, a 37 °C con incubación de 2 h está representada en la 
tercera barra,  cuarta y quinta barra representan los espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25-
28 °C y a 37 °C durante 4 h. Los asteriscos (*) muestran diferencias significativas (P<0.05) entre los diferentes 
tratamientos. 

 

El área que recorrieron los espermatozoides en este experimento en el testigo (0 

h) fue de 3.72 ± 0.06 µm². El promedio de la incubación durante 2 h a temperatura 

ambiente del laboratorio (25-28 °C) fue de 3.65 ± 0.25 µm².  A las 4 h el promedio 

del área que recorrieron los espermatozoides humanos fue de 3.42 ± 0.04 µm², a 

37 °C en un lapso de incubación de 2 h fue de 3.55 ± 0.06 µm² y finalmente a las 4 

h de incubación el promedio fue de 3.5 ± 0.07 µm² como se muestra en la figura 
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25. Se presentó diferencia significativa en los espermatozoides capacitados en un 

periodo de 0 h y a temperatura ambiente con una incubación de 4 h. 

 

                 

Figura 25. Efecto de la temperatura sobre el área que recorrieron los espermatozoides humanos capacitados. 
La gráfica representa la medias ± ES de una de n=4. La primera barra representa a los espermatozoides 
incubados a 0 h (testigo), la incubación de espermatozoides durante 2 h se encuentra representada en la 
segunda y tercera barra a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C respectivamente,  las ultimas 2 barras de 
la gráfica representan los espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C durante 4 
h.  El asterisco (*) muestra diferencia significativa  (P<0.05) entre los espermatozoides incubados 4 h a 
temperatura ambiente con el testigo. 

En la figura 26 se representan los promedios de la elongación en los 

espermatozoides humanos; en el testigo (0 h) se obtuvo un promedio de 71.25 ± 

2.86 %. A una temperatura de 37 °C con un tiempo de incubación de 2 h fue de 

71.75 ± 0.85 % y a 4 h con una temperatura de incubación de 37 °C el promedio 

fue de 73.75 ± 1.03 %. Mientras que a temperatura ambiente del laboratorio (25-28 

°C) el promedio fue de 69.5 ± 2.21 % a las 2 h y 68.5 ± 1.55 % en la medición 

realizada a las 4 h. Se presentó diferencia significativa entre los espermatozoides 

capacitados en un periodo de incubación de 4 h a temperatura ambiente y a 37 °C 

por el mismo tiempo. 
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Figura 26. Efecto de la temperatura sobre la elongación de los espermatozoides humanos capacitados. La 
gráfica representa la medias ± ES de una de n=4. La primera barra representa a los espermatozoides 
incubados a 0 h (testigo), la segunda y tercera barra representan la incubación de espermatozoides durante 2 
h a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C respectivamente, cuarta y quinta barra representan los 
espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C durante 4 h. El asterisco (*) muestra 
diferencia significativa  (P<0.05) entre los espermatozoides incubados 4 h a temperatura ambiente con los 
incubados a 37 °C. 
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Con la finalidad de comparar los resultados de los parámetros cinemáticos en los 
espermatozoides incubados a 37 °C y a 25-28 °C durante 4 h se presenta la  
siguiente tabla: 

 

 

Tabla 1. Representa las medidas registradas por el sistema computarizado CASA en los experimentos 
realizados a una temperatura de 37 °C y a temperatura ambiente en un  periodo de incubación de 4 h con 
espermatozoides capacitados.  

 

 

 
 

 

Tabla 1. Parámetros cinemáticos en espermatozoides capacitados a 37 °C y a 25 - 28 °C durante 4 h 

Parámetros 37 °C 25 – 28 °C 
VCL 103.9 ± 3.34 85.6 ± 4.20 

VSL 54.8 ± 5.43 36.52 ± 1.72 

VAP 63.1 ± 4.20 47.67 ± 2.00 

LIN 50.25 ± 4.87 42.25 ± 2.59 

STR 80.75 ± 3.94 72.25 ± 1.93 

ALH 4.85 ± 0.27 4.65 ± 0.32 

BCF 29.27 ± 0.31 22.52 ± 0.68 

Movilidad total 85.75 ± 2.71 80.75 ± 4.04 

Progresivos 54.25 ± 8.03 37.75 ± 4.09 

Área 3.5 ± 0.07 3.42 ± 0.04 

Elongación 73.75 ± 1.03 68.5 ± 1.55 
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VII. DISCUCION  
 

Los resultados en este estudio mostraron que la temperatura ambiente del 

laboratorio (25 - 28 °C) no presento un efecto sobre las poblaciones de 

espermatozoides capacitados in vitro en la [Ca2+]i, potencial de membrana, pHi. y 

la movilidad total no fue afectada. 

David y colaboradores en 1972 encontraron que en la ovulación de conejos, existe 

una diferencia de temperatura entre el sitio del depósito de los espermatozoides, 

(más frio) y el sitio de la fertilización (más caliente).  

Estos descubrimientos plantearon la posibilidad de que la diferencia de 

temperatura podría servir como señal para guiar a los espermatozoides al sitio de 

fecundación. Posteriormente Bahat y colaboradores en 2003, demostraron que los 

espermatozoides humanos y de conejo tienen la capacidad de detectar pequeñas 

diferencias de temperatura de 0.5° C o incluso temperaturas más bajas y 

responder a ella por termotaxis indicando que los espermatozoides capacitados 

son termosensibles. 

Este conjunto de hallazgos muestran que la temperatura es un factor que influye 

sobre los procesos relacionados con la fertilización in vivo, debido a que tiene un 

efecto modulador.  

Sin embargo, en los experimentos que son realizados in vitro, los espermatozoides 

humanos se incuban a 36 ó 37 °C y son sometidos con frecuencia a las 

variaciones de la temperatura ambiente del laboratorio durante su preparación.  

Simultáneamente existen diferencias entre los experimentos que son realizados in 

vitro y lo que ocurre in vivo en el oviducto, esto se debe considerar para conocer 

completamente estos procesos fundamentales y obtener información sobre las 

respuestas fisiológicas del espermatozoide mediante los canales iónicos.  
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La fertilización es un proceso complejo que necesita una serie de condiciones 

entre ellas se encuentra la concentración de Ca²⁺i; que tiene un papel importante 

en los espermatozoides de invertebrados y vertebrados (Yanagimachi, 1994).  

Por lo tanto, la medición de los canales iónicos en particular los de Ca²⁺ es 

fundamental. Además de la [Ca²⁺]i, el potencial de membrana, el pHi y la movilidad 

en los espermatozoides capacitados también son factores centrales en la actividad 

y control de la fertilidad cuando se encuentran en el tracto reproductor femenino.  

Los espermatozoides en este estudio fueron inducidos con progesterona para 

simular las condiciones in vivo del tracto reproductor femenino. La progesterona in 

vivo se encuentra en altas concentraciones (micromolares) en el líquido folicular y 

es sintetizada, antes y después de la ovulación, por las células del cumulus 

oophorus que rodean al ovocito (Meizel et al., 1997).  

La exposición de los espermatozoides capacitados a la progesterona, en dosis 

micromolares, tanto in vivo como in vitro, estimula la señalización y provoca un 

aumento inmediato en la [Ca2+]i (dentro de segundos) (Bedu-Addo et al., 2005; 

Publicover et al., 2007).  

En este trabajo la [Ca²⁺]i en espermatozoides capacitados a 37 °C y a temperatura 

ambiente del laboratorio (25 - 28 °C) muestran un incremento gradual, alcanzando 

su máximo nivel de concentración en un periodo de 4 h.  

Estos valores indican que los espermatozoides humanos capacitados a 

temperatura ambiente del laboratorio mantienen una  concentración intracelular 

adecuada de Ca²⁺ permitiendo la activación de cinasas y segundos mensajeros; 

que son esenciales para la capacitación, este flujo de calcio también está 

implicado con la permeabilidad de la membrana plasmática. 

Varios hallazgos en espermatozoides de distintas especies de mamíferos, 

muestran que existe una hiperpolarización de la membrana plasmática cuando 

están capacitados, la cual es necesaria para que ocurra la reacción acrosómica 

(López et al., 2014) 
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Se ha demostrado que en los espermatozoides cuando se encuentran en el 

epidídimo, contienen grandes cantidades de colesterol en la membrana 

plasmática; que ayudan a estabilizarla (Yanagimachi, 1994). Un estudio realizado 

con registros electrofisiológicos reveló que la eliminación del colesterol en la 

membrana plasmática de los espermatozoides capacitados por medio de la 

albumina permite que sea más fluida  (Cross, 1998). Este aumento en la fluidez y 

en el potencial de membrana, es descrito como hiperpolarización (Brewis et al., 

2001).  

 

Los resultados obtenidos en esta investigación respecto al potencial de membrana 

en los espermatozoides capacitados a temperatura ambiente del laboratorio (25 - 

28 ° C) muestran una hiperpolarización en la membrana plasmática semejante con 

los espermatozoides incubados a 37 °C. Por lo tanto, la temperatura ambiente no 

afecta la hiperpolarización y la fluidez de la membrana. Además de la 

hiperpolarización en la membrana plasmática, la capacitación espermática 

también está relacionada con una ligera alcalinización de pHi en los 

espermatozoides.  

La regulación intracelular del pHi es esencial para la función celular (Nishigaki et 

al., 20014). En la mayoría de las especies, los espermatozoides inmóviles se 

almacenan en el testículo (epidídimo en caso de lo mamíferos). En general se cree 

que en este estado de reposo el espermatozoide se mantiene por la acidificación 

del pHi, ya que las ATPasas de dineína que son proteínas motoras que generan el 

latido flagelar, son altamente dependientes de pH (Giroux et al., 1991). 

Cabe mencionar, que en espermatozoides capacitados la eliminación de varios 

trasportadores y enzimas que son dependientes del pHi o de alguna manera 

relacionados con la regulación de este provocan infertilidad. Por lo tanto, es claro 

que la regulación del pHi también es de suma importancia para la fisiología 

espermática. 
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Bajo las condiciones realizadas en este experimento el pHi de los espermatozoides 

capacitados, a temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) y 37 °C  en un 

periodo de 4 h fue similar. Lo que indica que la temperatura ambiente no afecta el 

pHi de los espermatozoides capacitados, permitiendo la movilidad de estos. 

La movilidad espermática se encuentra asociada con la capacidad fertilizante, y es 

esencial para el transporte de los espermatozoides a través del tracto genital 

femenino (Verstegen et al., 2002).   

Existen características de movilidad específicas de cada especie, pero parece ser 

que existen elementos comunes en la movilidad hiperactiva de los 

espermatozoides. Este tipo de movilidad ha sido observada en el lugar y momento 

de la fecundación y parece, por tanto, ser esencial para que ésta se lleve a cabo 

con éxito (Suárez y Ho, 2003). 

Observaciones experimentales indican que una de las funciones fisiológicas de la 

hiperactivación, es la de mantener un movimiento progresivo en los fluidos 

viscosos que se encuentran en el tracto genital femenino, como el moco cervical. 

También es importante, ya que al espermatozoide le facilita la penetración de la 

matriz extracelular de las células de la ZP (Guerrero et al., 2011). 

Asimismo, la movilidad también es un parámetro importante para evaluar la 

capacidad fertilizante de los espermatozoides. 

El uso del CASA en este trabajo nos ha permitido establecer con más detalle el 

efecto de la temperatura ambiente en diferentes componentes de movimiento de 

los espermatozoides humanos, más allá del análisis dado por las determinaciones 

visuales normalmente realizadas en las clínicas.  

En este experimento la temperatura ambiente influyó en la velocidad curvilínea 

(VCL) de los espermatozoides, provocando que los espermatozoides no 

recorrieran la misma distancia que los que fueron incubados a 37 °C al realizar la 

observación en el CASA. 
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La velocidad rectilínea (VSL) en los espermatozoides humanos incubados a 37 °C 

en un periodo de 4 h fue superior, esto indica que la distancia en línea recta 

recorrida entre el primer y el último punto de la trayectoria del espermatozoide fue  

afectada por la temperatura ambiente. 

Los resultados obtenidos de la velocidad de la trayectoria media (VAP), muestran 

que la distancia y dirección promedio que el espermatozoide ha viajado en el 

periodo de observación fue perturbada por la temperatura de incubación. Los 

espermatozoides capacitados a 37 °C tuvieron mayor velocidad de la trayectoria 

media. 

Se ha encontrado que los espermatozoides que presentan movilidad lineal tienen 

mucho más fuerza que los espermatozoides hiperactivos, Esta fuerza puede estar 

relacionada con el trabajo que el espermatozoide realiza en el micro-ambiente, 

generando más fuerza en el patrón de movimiento flagelar asociado a la región del 

cumulus que es altamente viscosa (Westphat et al., 1993). 

La linealidad (LIN) que presentaron los espermatozoides incubados en este 

experimento; tanto a temperatura ambiente como a 37 °C fue similar; esto indica 

que el movimiento que realizaban dentro de la trayectoria curvilínea era recto. 

Los valores obtenidos sobre la rectitud de la trayectoria media (STR), en 

espermatozoides incubados en un lapso de 4 h a 37 °C fueron equivalentes, por lo 

que ambas poblaciones de espermatozoides mantenían rectitud en el promedio de 

la trayectoria que realizaron mediante el análisis. 

Los datos adquiridos respecto al promedio de la amplitud de desplazamiento 

lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH) fueron semejantes en ambas 

poblaciones de espermatozoides, presentaban la misma amplitud de movimiento 

lateral de la cabeza durante el recorrido que realizaban.  

Los resultados obtenidos mediante la digitalización de las imágenes espermáticas 

revelan que los espermatozoides progresivos, el área total y la movilidad total que 
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recorrieron los espermatozoides capacitados a 37 °C y a temperatura ambiente no 

fue afectada. 

En conjunto, las variaciones antes mencionadas en los parámetros cinemáticos 

(VCL, VSL, VAP) manifiestan que los espermatozoides capacitados a temperatura 

ambiente no recorren la misma distancia, además de que la orientación que llevan 

se encuentra por debajo de los valores que se obtuvieron en los espermatozoides 

incubados a 37 °C. 

Lo que indica que los espermatozoides seguían moviéndose, recorriendo la misma 

distancia y que ambas poblaciones mantenían un movimiento progresivo, pero que 

la velocidad no era la misma con respecto a los incubados a 37 °C. 

Los resultados obtenidos respecto a la velocidad de los espermatozoides 

incubados a temperatura ambiente fue afectada, pero sería interesante realizar 

estudios para determinar si esta deficiencia en la velocidad del movimiento afecta 

a los espermatozoides al tratar de realizar la reacción acrosómica, debido a que 

aún existen muchas preguntas con respecto a la función fisiológica de los canales 

iónicos y que todavía están sin respuesta para entender cómo estas células 

fundamentales operan y lograr la fertilización.  

La movilidad hiperactiva está relacionada con la reproducción, sin embargo, es 

importante conocer más a fondo cómo funciona la fisiología del espermatozoide, 

por lo que se propone que se realicen mediciones sobre la fosforilación de la 

proteína tirosina en espermatozoides humanos capacitados a temperatura 

ambiente. 

Finalmente los resultados de este experimento sugieren que los espermatozoides 

humanos pueden ser capacitados e incubados a temperatura ambiente para evitar 

los cambios de temperatura en las preparaciones in vitro. 
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VIII. CONCLUSIONES 
 

 

 La [Ca2+]i en los espermatozoides incubados por  2 y 4 horas a  temperatura 

ambiente del laboratorio (25-28 °C) mostraron un comportamiento similar 

con respecto a  los espermatozoides capacitados a 37 °C. 

 

 El potencial de reposo de los espermatozoides incubados a temperatura 

ambiente del laboratorio y a 37 °C por 4 horas no afectó la despolarización 

de la membrana en los espermatozoides humanos capacitados. 

 

 El pHi de los espermatozoides incubados a temperatura ambiente del 

laboratorio y a 37 °C no fue afectada por la incubación a temperatura 

ambiente. 

 

 La movilidad de los espermatozoides humanos capacitados a temperatura 

ambiente en los parámetros VCL, VSL, VAP mostraron una velocidad 

menor que los incubados a 37°C. 

 

 La movilidad de los espermatozoides en cuanto a la trayectoria lineal, el 

desplazamiento lateral de la cabeza, la movilidad total y el área que 

recorrieron los espermatozoides no fue afectada por la temperatura 

ambiente del laboratorio (25-28 °C). 

 

 Los hallazgos en los resultados de los parámetros evaluados muestran y 

permiten validar la hipótesis de investigación del presente trabajo al 

comprobar  que la incubación a temperatura ambiente del laboratorio (25-28 

°C) promueve de manera eficiente los mecanismos celulares implicados en 

la capacitación espermática como ocurre con los espermatozoides 

incubados a 37 °C. 
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IX. PERSPECTIVAS 
 

 Realizar mediciones sobre la fosforilación de la proteína tirosina a 

temperatura ambiente. 

 

 Analizar los efectos de la temperatura ambiente sobre la reacción 

acrosómica.   
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XI. ANEXOS  
 

Anexo A 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha publicado sucesivas ediciones del 
“Manual para el examen del semen Humano“ siendo el último en el año 2010. 
Estos manuales sirven de guía en los laboratorios para evaluar la calidad seminal. 
Los parámetros analizados en este examen y sus valores de referencia  son: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Examen macroscópico   
Licuefacción 15-60 min. 
Color Blanco-grisáceo 
Volumen 2-6 ml 
Viscosidad  Homogénea 
Ph 7-8 

Examen microscópico  

Concentración 
espermática 

≥ 20 x 10⁶ 

Movilidad espermática > 50% 

Morfología > 14% de espermatozoides 
normales 
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Anexo B 

Principales valores cinemáticos aportados por el sistema CASA para describir la trayectoria de un 
espermatozoide (Mortimer, 2000). 

                   

Parámetro Unidad Definición 

Velocidad curvilínea 
(VCL) 

µm/seg Distancia que la cabeza del 
espermatozoide recorre en el periodo 

de la observación. 
 

Velocidad Rectilínea 
(VSL) 

µm/seg Distancia en línea recta entre el 
primer y el último punto de la 

trayectoria. 
 

Velocidad de la 
trayectoria media (VAP) 

µm/seg Distancia que el espermatozoide ha 
viajado en la dirección del movimiento 

medio en el periodo de la 
observación. 

 
Linearidad (LIN) % Indica la rectitud de la trayectoria 

curvilínea. (VSL/VCL)*100% 
 

Rectitud (STR) % Indica la rectitud de la trayectoria 
media (VSL/VAP)*100% 

 
Amplitud de la 

dislocación lateral de la 
cabeza (ALH) 

µm Anchura del movimiento lateral de la 
cabeza del espermatozoide (Se 

calcula como la anchura total de la 
trayectoria principal). 

 
Frecuencia del aleteo 

flagelar (BCF) 
Hz Indica el número de veces que la 

velocidad curvilínea cruza la 
trayectoria media. 
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