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RESUMEN 

La capacitación es el proceso por el cual los espermatozoides de mamíferos 

adquieren la habilidad para fecundar un ovocito, y se caracteriza por: 1) un cambio en el 

patrón de motilidad flagelar (hiperactivación); y 2) adquisición de capacidad para sufrir 

reacción acrosómica (RA) al enfrentarse a progesterona. Al incubar espermatozoides en 

un medio capacitante se estimula la activación temprana de la Proteína Quinasa A (PKA), 

una Ser/Thr quinasa de amplio espectro involucrada en la regulación de distintos 

procesos celulares. La activación precisa de PKA depende de su adecuada localización en 

regiones subcelulares concretas. En este sentido, las Proteínas de Anclaje a PKA (AKAPs) 

forman andamiajes para generar microdominios de señalización y juegan un rol central 

en restringir la actividad de PKA a sitios específicos. Debido a que los procesos que se 

desencadenan a partir de la activación de PKA son esenciales para la adquisición de estado 

fecundante, entender cómo es que esta quinasa se regula en el espacio y tiempo es crucial 

para descifrar los pasos de la capacitación espermática. En este trabajo utilizamos 

espermatozoides murinos como modelo para la caracterización de las cascadas de 

transducción de señales que tienen lugar durante la capacitación. 

Para estudiar el rol de la interacción PKA-AKAPs se utilizó el péptido inhibidor de 

anclaje sHT31, en distintos momentos de la fisiología espermática. En primer lugar, 

validamos el uso de este compuesto, determinando que a las concentraciones de trabajo 

el péptido no bloquea la actividad catalítica de PKA, pero sí disocia la unión de PKA a 

AKAP4 en el espermatozoide. Demostramos que el anclaje de PKA a AKAPs es necesario 

para lograr el estado capacitado, ya que provocar su desanclaje al comienzo de la 

capacitación resultó en la inhibición de todos los eventos asociados: aparición del patrón 

de pPKAs, aparición del patrón de pY, hiperpolarización de la membrana plasmática, 

hiperactivación y capacidad de sufrir RA frente a progesterona. Sin embargo, 

encontramos que una vez que las células se han vuelto fecundantes, la interrupción 

repentina de la interacción PKA-AKAPs promueve un rápido influjo de Ca2+ a través del 

canal CatSper y resulta en la inducción de la RA sin agregado de progesterona. Estos 

resultados proponen un nuevo evento de señalización que vincula a CatSper con a la 

reacción acrosómica, en donde el canal es sensible a una activación por PKA provocada 

por su desanclaje de AKAPs. 
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Por otra parte, debido a que la hiperpolarización del potencial de membrana (Em) 

es un evento intermedio fundamental en la vía que conduce a la capacidad de RA, y 

sabiendo que depende de PKA, decidimos estudiar la conexión molecular entre ambos 

sucesos. En este sentido, los espermatozoides de ratones knock-out en Src no pueden 

adquirir capacidad de respuesta acrosomal, sugiriendo un rol para la tirosina quinasa en 

esta vía de señalización durante la capacitación. Por ello, decidimos evaluar la 

participación de Src en los eventos de la capacitación que conducen a la preparación para 

desencadenar la RA. Nuestros resultados indican que Src es activada corriente abajo de 

PKA y que su inhibición bloquea la hiperpolarización del Em sin afectar al patrón de pY 

que acompaña a la capacitación. Además, la inhibición de Src impidió que los 

espermatozoides adquieran capacidad de RA frente a progesterona, lo cual pudo 

revertirse hiperpolarizando farmacológicamente a las células en presencia de inhibidores 

de Src. Evidencia complementaria sugiere que Src podría activar de manera directa o 

indirecta al canal de K+ Slo3 para lograr la hiperpolarización del Em durante la 

capacitación espermática, evento que a su vez es necesario para la adquisición de 

capacidad de respuesta acrosómica. 

En conjunto nuestros resultados aportan nuevos datos en el entendimiento de las 

cascadas de señalización que ocurren durante la capacitación espermática, evidenciando 

el rol central de PKA como modulador de la misma. PKA podría ser un componente 

esencial, no sólo en las vías de transducción que conducen a la capacitación, sino también 

en la regulación de la exocitosis acrosomal una vez que los espermatozoides alcanzaron 

el estado capacitado. Esta función de PKA requiere tanto de la regulación de su actividad 

como de su localización subcelular.
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BREVE HISTORIA DEL CAMPO Y RELEVANCIA DEL ESTUDIO 

REPRODUCTIVO 

En 1677 el holandés Anton van Leeuwenhoek analizó por primera vez una muestra 

de semen humano bajo las lentes de magnificación y pudo ver pequeños “animáculos” 

(Andrade-Rocha, 2017), los hoy conocidos espermatozoides (del griego -esperma, 

'semilla', -zoo 'animal' y el francés -oide ‘semejante a’) (Real Academia Española, 2014). 

Estas observaciones fueron publicadas en el año 1677 en la revista Philosophical 

transactions, dando origen al amplio campo de la biología espermática (Andrade-Rocha, 

2017). Las gametas masculinas son unidades altamente complejas y especializadas, cuya 

función final es la de fusionarse con un ovocito de la misma especie (en el proceso llamado 

fecundación), para así reconstituir la dotación cromosómica total de la misma y dar origen 

a un nuevo individuo (revisado por Aitken, 2013).  

Los espermatozoides de mamíferos no son fecundantes al momento de su 

eyaculación, sino que primero deben sufrir una serie de cambios fisiológicos que en 

conjunto se conocen como capacitación y ocurren durante el trayecto de los mismos por 

el tracto reproductor de la hembra (ver apartado “Capacitación espermática: eventos 

generales” para mayor detalle) (revisado por Stival et al., 2016). En humanos, las gametas 

masculinas deben desplazarse desde el lugar de inseminación hasta el encuentro con el 

ovocito en el ámpula, sitio donde ocurre la fecundación (Fig. 1A). Allí, las células 

masculinas deben atravesar un conjunto de células accesorias que rodean al ovocito 

(denominadas cumulus) y a la matriz extracelular propia de la gameta femenina, llamada 

zona pelúcida (Fig. 1B), antes de poder fusionar sus membranas celulares para constituir 

el cigoto (revisado por La Spina et al., 2017). 
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Debido a su alto grado de especialización en transportar el núcleo haploide hasta un 

ovocito, las células espermáticas reducen sus componentes citoplasmáticos (tal como los 

ribosomas, Golgi, etc.), y desarrollan una maquinaria propulsora específica en el flagelo. 

Además, el material cromosómico se ultra-condensa con el fin de proteger su integridad 

de factores externos que podrían dañarlo, volviéndolos incapaces de llevar a cabo los 

procesos de transcripción y traducción (Ward & Zalensky 1996). En este contexto 

peculiar, la respuesta de las células a estímulos no puede ser mediada por síntesis de novo 

de proteínas, sino que recae en cascadas de señalización basadas en rápidas 

modificaciones pos-traduccionales (MPTs) de proteínas pre-existentes, así como 

cambios inducidos por mensajeros secundarios. Las fallas en estos procesos de 

señalización pueden conducir a alteraciones en la salud reproductiva masculina. La 

Organización Mundial de la Salud considera a la infertilidad como una enfermedad del 

sistema reproductivo que afecta al 10 % de las parejas en edad fértil, el equivalente a unas 

Ovocito 

Figura 1. Aparato reproductor femenino humano. A) Esquema del aparato 

reproductor femenino humano, vista general. El conjunto del istmo, ámpula y fimbrias 

se conoce como “Oviducto” o “Trompas de Falopio”.  B) Esquema de la fecundación en el 

ámpula. C) Esquema de un ovocito al momento de la ovulación, rodeado por su matriz 

extracelular típica (zona pelúcida) y por un conjunto de células accesorias (Cumulus). Se 

indica además el cuerpo polar que resulta de la primera división meiótica asimétrica de 

la célula precursora. Imagen modificada a partir de original de 

https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Images. 
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160 millones de personas (Nygren et al., 2011). En Argentina se practican anualmente un 

cuarto de los 30.000 tratamientos de fertilidad asistida anuales realizados en América 

Latina, posicionando a nuestro país como referente en este campo. Sin embargo, el éxito 

de los procedimientos clínicos ha probado una baja eficiencia (<30 %), dejando al 

descubierto la necesidad de mejorar las técnicas de diagnóstico que permitan predecir el 

éxito de un dado procedimiento. En este sentido es de altísima relevancia el estudio y 

comprensión de los procesos que atañen tanto a la fisiología normal como a la 

alterada, del espermatozoide y del ovocito para optimizar tratamientos de fertilidad 

asistida. Por otro lado, estos mismos conocimientos podrían permitir la mejora o creación 

de métodos anticonceptivos más eficientes y con menores efectos secundarios (Darszon 

et al., 2011). De igual manera, comprender los mecanismos de reproducción que puedan 

extenderse a especies de relevancia económica o especies en peligro de extinción es de 

vital importancia (Darszon et al., 2011). 

 

Esta tesis se enfoca en el estudio de los procesos moleculares y celulares que 

ocurren en las gametas masculinas, previo a la fecundación del ovocito. Dada la 

ubicuidad de los mecanismos celulares, la caracterización de cascadas de señalización 

asociadas a la fisiología espermática no sólo aporta entendimiento en el campo de la 

reproducción, sino que además son potencialmente extensibles a otros tipos celulares.  

A continuación, se describen las características morfológicas y fisiológicas generales 

de los espermatozoides de mamíferos. 

 

MADURACIÓN Y MORFOLOGÍA ESPERMÁTICA 

Los espermatozoides se producen en los testículos, a través del proceso de 

espermatogénesis, en el cual un grupo de células precursoras se dividen por meiosis para 

dar lugar a células haploides, llamadas espermatocitos. Luego, sigue un proceso de 

diferenciación conocido como espermiogénesis, donde adquieren su morfología final. Las 

células ya diferenciadas ingresan al epidídimo, un órgano par conectado a los testículos 

que se subdivide en tres regiones: caput, corpus y cauda (Fig. 2).  
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El espermatozoide maduro almacenado en el cauda del epidídimo, consta de dos 

compartimentos fundamentales: un flagelo (o cola) y una cabeza. En la parte anterior de 

la cabeza, ubicada entre el núcleo y la membrana plasmática apical, se encuentra una 

vesícula de secreción única denominada acrosoma. El flagelo se subdivide a su vez en tres 

regiones: pieza terminal, pieza principal y pieza media. Cada una de estas regiones 

presenta características bien definidas que se diferencian en la organización del 

citoesqueleto y en los elementos de señalización que hay en cada una de ellas. La 

estructura central a lo largo de todo el flagelo es un típico axonema eucariota formado por 

un doblete central de microtúbulos y nueve dobletes incompletos alrededor. La pieza 

terminal se forma únicamente por el axonema y la membrana plasmática que lo recubre 

(Fig. 3) (revisado por Borg et al., 2009 y Turner, 2006). La pieza principal, ocupa dos 

tercios de la longitud total del flagelo (35-45 µm según la especie) y se compone de tres 

estructuras concéntricas por debajo de la membrana plasmática: el axonema central, un 

conjunto de cúmulos proteicos que rodean al axonema llamados fibras densas externas 

(ODF, por sus siglas en inglés), y finalmente la vaina fibrosa (VF) que define la extensión 

de la pieza principal en el flagelo (Fig. 3). La VF consiste de dos columnas longitudinales 

Figura 2. Esquema de testículo y epidídimo humano. El epidídimo se subdivide en 

tres regiones: el caput (más próximo al testículo), el corpus (porción más larga) y el 

cauda (segmento terminal donde quedan almacenados los espermatozoides hasta el 

momento de la eyaculación). Imagen modificada a partir de original de Centralxr® Atlas, 
2018. El Atlas del Cuerpo Humano. 
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de proteínas conectadas por “costillas” semicirculares y condiciona el grado de 

flexibilidad y tipo de batido flagelar. La VF no sólo se compone de proteínas estructurales 

(como proteínas de anclajes a PKA –AKAPs-), sino también de proteínas con funciones 

metabólicas (gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, hexoquinasa-1) (revisado por 

Turner, 2006) y de señalización (Rho GTPasa) (revisado por Eddy et al. 2003). 

Finalmente, la pieza media es la más cercana a la cabeza, consta del axonema central, 

rodeado por columnas de ODFs y por fuera se encuentra una densa capa de mitocondrias, 

llamada vaina mitocondrial (Fig. 3) (revisado por Borg et al., 2009 y  Turner, 2006). 

 

Los compartimentos descriptos están bien definidos y contienen componentes de 

vías de señalización que se activan de manera diferencial para generar dos grandes 

cambios en la célula: la hiperactivación en el flagelo y la reacción acrosómica en la 

cabeza. A continuación, se contextualizan y explican estos dos eventos que en conjunto 

definen el proceso de capacitación.  

 

Figura 3. Esquema de espermatozoide de mamífero. El espermatozoide consta de 2 

secciones principales: cabeza y flagelo. Ambos compartimentos están unidos a través de 

una pieza conectora. En la cabeza se ubica la vesícula acrosomal (acrosoma) y el núcleo 

de la célula. En el panel inferior se muestran microscopías electrónicas de secciones 

transversales del flagelo. El flagelo se subdivide en 3 regiones que se diferencian en 

función de su estructuración: la pieza terminal, la pieza principal y la pieza media. VF = 

vaina fibrosa, ODFs = fibras densas externas. Imagen modificada a partir de original de 

Borg, 2009. 
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CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA: EVENTOS GENERALES 

La capacitación fue descripta por primera vez en forma simultánea e independiente 

por Min Chueh Chang y Colin Russell Austin en el año 1951, cuando descubrieron que sólo 

podían llevar a cabo una fecundación in vitro exitosa aquellos espermatozoides de conejo 

que habían sido recuperados luego de residir un tiempo determinado en el tracto 

reproductor de la hembra (Austin 1952; Chang 1951). En 1977 Imai y col. demostraron 

que espermatozoides de cerdo recuperados del tracto reproductor de cerdas, penetraban 

ovocitos de hámster libres de zona pelúcida. Esto sugería que los inductores de la 

capacitación que se encuentran en el fluido oviductal pueden ser similares o comunes 

entre distintas especies (Imai et al. 1977). Un año más tarde, el grupo de Chang amplió 

aún más la evidencia en este aspecto, demostrando que ovocitos de hámster podían ser 

fecundados por espermatozoides capacitados de diversas especies (ratón, conejo, etc.) 

(Hanada & Chang 1978).  

Los primeros trabajos se enfocaron en identificar factores que permitieran la 

utilización de espermatozoides capacitados en condiciones de laboratorio controladas, es 

decir, fuera del tracto reproductor de la hembra. Así, se desarrollaron los primeros medios 

definidos, logrando la capacitación in vitro de espermatozoides recuperados de cauda 

epididimario (Bavister 1969; Miyamoto & Chang 1972; Toyoda et al. 1971). Actualmente 

los medios capacitantes (CAP) contienen, entre otros factores, HCO3- y un aceptor de 

ácidos grasos (tradicionalmente, albúmina sérica bovina –BSA-) que los diferencia de los 

medios no capacitantes (NC). 

Sólo aquellos espermatozoides que adquieren el estado capacitado pueden llevar a 

cabo la fecundación del ovocito, convirtiendo a este proceso en un pre-requisito esencial 

para la fusión de gametas. Durante la capacitación los espermatozoides sufren dos 

grandes cambios fisiológicos: 1) modifican el patrón de movilidad flagelar a uno conocido 

como hiperactivación, y 2) adquieren potencialidad para llevar a cabo la reacción 

acrosómica al ser enfrentados a un inductor de la misma (revisado en  Stival et al., 2016). 

Debido a que la capacitación no se trata de un proceso de todo o nada, existe una 

gran variedad de estadíos intermedios, que afectan a las mediciones globales (Escoffier et 

al., 2015). Es decir que en un momento dado de estudio sólo habrá una sub-población de 

células con ciertos parámetros de capacitación. Se ha argumentado que la falta de 
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sincronización en la capacitación de una población de espermatozoides podría tratarse de 

una ventaja evolutiva, ya que garantizaría que en el momento en que ocurra el encuentro 

con el ovocito, al menos un grupo de células se encuentre en estado óptimo para la 

fecundación (revisado por Buffone et al., 2012 y Turner, 2006). A esta gran 

heterogeneidad en la población de espermatozoides provenientes de un dado individuo, 

se suma la aportada por la diversidad de trasfondos (genéticos, alimenticios, 

comportamentales, etc.) correspondiente a cada masculino.  

 

HIPERACTIVACIÓN 

El movimiento flagelar en espermatozoides se puede clasificar en: motilidad 

activada (o progresiva) y motilidad hiperactivada (HA). En la primera, el batido flagelar 

es simétrico, de baja amplitud y poco vigoroso, resultando en un desplazamiento lineal de 

las células en medios acuosos (Fig. 4A) (revisado por Suarez, 2008). Las gametas 

masculinas se encuentran inmótiles mientras son almacenadas en el cauda epididimario 

debido al pH ácido del mismo, pero una vez que son eyaculadas y encuentran un pH 

neutral, se activa su movimiento progresivo (Nishigaki et al., 2014). Por otro lado, la 

motilidad hiperactivada o hiperactivación, es obtenida en el tracto reproductor 

femenino durante el proceso de capacitación. Se trata de un batido flagelar asimétrico y 

vigoroso, que resulta en un movimiento de tipo látigo y un trayecto aleatorio de los 

espermatozoides en medios acuosos (Fig. 4A). Fue Yanagimachi quien en 1969 describió 

por primera vez este movimiento vigoroso en espermatozoides de hámster capacitándose 

in vitro y propuso que podría servirles para atravesar la densa matriz extracelular del 

ovocito. (Yanagimachi, 1969). Esto fue probado años más tarde por Stauss y col., cuando 

demostraron que aquellos espermatozoides que habían logrado hiperactivarse, 

penetraban la zona pelúcida (ZP) con éxito en experimentos de fecundación in vitro (FIV), 

mientras que los que no habían desarrollado este tipo de motilidad no lo hacían (Stauss 

et al. 1995).  

Desde aquellos trabajos, nuevas funciones se le han asignado a la hiperactivación, 

entre ellas, permitir un movimiento rectilíneo en ambientes mucosos (Fig. 4A). De este 

modo, si bien en medios fluidos como los que se utilizan in vitro los espermatozoides 

hiperactivados pasan la mayor parte de su tiempo en trayectorias circulares, en el 
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contexto viscoso del tracto reproductor de la hembra, el batido intenso les permite 

moverse linealmente (Suarez & Dai 1992). Además, se ha demostrado que se genera una 

reserva de espermatozoides que quedan adheridos al epitelio del istmo oviductal, y la HA 

parece ser necesario para que las células puedan disociarse de él (Fig. 4A) (Suarez 2002).  

El desarrollo de la HA in vivo debe ser regulado temporal y espacialmente para que 

las gametas masculinas estén listas al momento del encuentro con el ovocito. Por ello, se 

postula que en el oviducto deben existir factores de señalización que estimulen este tipo 

de motilidad. Experimentos in vitro demostraron que tanto el fluido folicular (Yao et al. 

2000) como el sobrenadante recuperado a partir del cumulus (Fetterolf et al.,, 1994), 

exacerban el movimiento hiperactivado de espermatozoides humanos, y se ha sugerido 

que la hormona progesterona podría ser el componente activo en dichas condiciones 

(Sueldo et al., 1993). Si bien hasta la fecha no se ha identificado unívocamente una señal 

específica de HA, se han caracterizado distintos factores esenciales para el inicio y 

mantenimiento de este movimiento in vitro: Ca2+, AMPc, bicarbonato y sustratos 

energéticos. Trabajos en erizo de mar demostraron que el aumento de Ca2+ estimula 

selectivamente la actividad de un grupo de dineínas en el axonema, constituyendo la base 

de los cambios en el patrón de movimiento (Bannai et al., 2000). Se ha propuesto que 

podría existir un modelo análogo en espermatozoides de mamíferos, en donde la 

fosforilación de dineínas mediadas por un complejo Ca2+-calmodulina activaría la HA 

(Chang & Suarez 2010; Tash & Bracho 1998). 

 

REACCIÓN ACROSÓMICA 

El acrosoma es una vesícula electrodensa ubicada en la región apical de la cabeza 

del espermatozoide. Para lograr la fecundación, su membrana debe fusionarse con la 

membrana plasmática de la célula en el proceso conocido como reacción acrosómica. El 

interior del acrosoma funciona como un reservorio de calcio, pero también contiene una 

matriz insoluble en contacto con una batería de diversas enzimas hidrolíticas que son 

liberadas al momento de la exocitosis (De Blas et al., 2002; revisado por La Spina et al., 

2017). Si bien aún se discute acerca de la función exacta que cumple este evento, es un 

pre-requisito fundamental para que pueda ocurrir la fusión de las gametas masculinas y 

femeninas (revisado por Cuasnicú et al., 2016).  
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La exocitosis acrosomal es un tipo particular de secreción regulada, distinto al de 

células somáticas, debido a que: 1) sólo hay un acrosoma por célula espermática; 2) el 

acrosoma no se encuentra anclado a la membrana plasmática (MP) antes de aplicar el 

estímulo de RA; 3) se forman múltiples puntos de fusión entre la membrana de la zona 

apical del acrosoma (llamada membrana acrosomal externa -MAE-) y la MP de la célula; 

4) la fusión entre la MAE y la MP forma vesículas híbridas, es decir con componentes de 

ambas membranas, que son liberadas al medio circundante durante la exocitosis y 5) es 

un proceso irreversible ya que no hay reciclado de membrana (Fig. 4B) (revisado por 

revisado por La Spina et al. 2017 y Mayorga et al. 2007). 

Si ben el mecanismo molecular de la RA  aún no ha sido completamente elucidado, 

el uso de distintas estrategias para importar macromoléculas en espermatozoides, ha 

permitido esclarecer el rol de algunas de ellas (revisado por Belmonte et al. 2016). La RA 

está mediada por complejos de proteínas SNAREs, que inicialmente se encuentran 

asociadas en un estado inactivo (“complejo cis”) tanto en la MP como en la MAE. Durante 

la capacitación ocurren cambios que permiten el ensamblado de los componentes 

necesarios para la posterior exocitosis acrosomal. Por ejemplo, la reducción de colesterol 

de la MP en medio capacitante, aumenta la cantidad de proteína Rab3 que se recluta a los 

dominios de fusión, involucrada en el reconocimiento de membranas durante la RA 

(Belmonte et al. 2005).  

Una vez que el espermatozoide se ha capacitado y la maquinaria de fusión se ha 

ensamblado, la gameta queda latente para llevar a cabo la exocitosis frente a un estímulo 

adecuado. Tanto los complejos SNAREs de la MP como los de la MAE se mantienen en 

estado de reposo. Al momento del encuentro con un inductor de RA, se activan cascadas 

de señalización mediadas por proteínas GTPasas monoméricas de la familia Rab que 

dirigen el reconocimiento y la asociación física entre los compartimentos a fusionarse 

(Belmonte et al. 2016). La activación de Rab3 desreprime al factor sensible a N-

etilmaleimida (NSF) cuya actividad ATPasa es necesaria para desensamblar al complejo 

cis (Zarelli et al., 2009). Esto provoca la re-estructuración en un estado “trans”, donde las 

proteínas SNAREs de ambas membranas se asocian y traccionan para acercarlas (Zanetti 

& Mayorga 2009). Sin importar cuál sea el estímulo de inicio, se sabe que la señal 

intracelular para efectuar la RA cursa a través de un aumento de Ca2+ citoplasmático 

(Darszon et al., 2011). En humanos, el influjo de calcio externo acaba provocando la 



Tesis Doctoral  Introducción 

Cintia Stival  Página 13 

movilización de calcio desde el acrosoma hacia el citoplasma (Ruete et al., 2014). Como 

resultado de este proceso ocurre la liberación al medio de enzimas hidrolíticas y la 

relocalización de proteínas en la cabeza del espermatozoide.  

 

 

Figura 4. Esquema de los dos eventos característicos de la capacitación: 

Hiperactivación y Reacción Acrosómica. A) Patrones de motilidad flagelar: I. Forma 

del batido flagelar y dirección neta de movimiento (indicado por las flechas) de 

espermatozoides activados e hiperactivados, en medios de baja viscosidad. En dicha 

condición, los espermatozoides activados presentan un desplazamiento lineal, mientras 

que el batido asimétrico de los espermatozoides hiperactivados resulta en una 

trayectoria azarosa. II. Motilidad hiperactivada en medios de alta viscosidad y en la 

interacción con el epitelio oviductal. En la primera situación, los espermatozoides se 

desplazan en línea recta, similar a lo que ocurriría en el fluido viscoso vaginal. Por otra 

parte, el movimiento hiperactivado serviría para que los espermatozoides adheridos al 

epitelio oviductal puedan unirse, soltarse y avanzar. Imagen modificada de Darszon, 

2011. B) Esquema del proceso de reacción acrosómica. (a) Espermatozoide con 

acrosoma intacto. (b) Fusión de la membrana plasmática (MP) con la membrana 

acrosomal externa (MAE) en múltiples sitios, resultando en la liberación del contenido 

acrosomal soluble. (c) Como consecuencia de la fusión de membranas se da la formación 

de vesículas híbridas y la exposición de la membrana acrosomal interna (MAI). (d) 

Espermatozoide reaccionado. Imagen modificada de La Spina, 2017. 
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Tradicionalmente se ha postulado que la RA le permite a las gametas masculinas 

penetrar la zona pelúcida gracias a la acción de las enzimas hidrolíticas liberadas 

(Bedford, 2004). Sin embargo, existe una gran controversia respecto a cuál es la región 

del tracto reproductor femenino en la que los espermatozoides sufren RA in vivo. Por esta 

razón tampoco se sabe aún con certeza cuál es el inductor fisiológico real de la misma, ni 

se termina de comprender cabalmente su función. Como consecuencia de estudios de 

fecundación in vitro, durante años se postuló que el espermatozoide sufría RA al contacto 

directo con la ZP del ovocito (Saling et al. 1979), liberando enzimas degradativas que le 

permitieran penetrar en el espacio perivitelino. No obstante, investigaciones recientes 

comenzaron a cuestionar este paradigma (Hirohashi et al. 2011; Inoue et al. 2011; Jin et al. 

2011). Trabajando con ovocitos rodeados de cumulus y espermatozoides que expresan la 

proteína fluorescente GFP en el acrosoma intacto, el grupo de Hirohashi demostró que 

aquellos espermatozoides que lograban fecundar in vitro habían sufrido RA antes del 

contacto con la ZP (Jin et al., 2011). Esto lo lograron haciendo un seguimiento filmográfico 

y posterior análisis en retrospectiva de cada espermatozoide fecundante. A esta evidencia 

se suma el trabajo reciente de La Spina y col., en donde demuestran que la RA de 

espermatozoides de ratones ocurre in vivo en la zona del istmo del oviducto, es decir antes 

del contacto con el ovocito que ocurre en el ámpula (La Spina et al., 2016).  Se ha sugerido 

que como consecuencia de la RA se exponen proteínas sobre la superficie del 

espermatozoide que estabilizan el contacto entre células reaccionadas y la ZP del ovocito. 

En este marco, pareciera ser que el inductor fisiológico de la RA debe tener una naturaleza 

difusible. La progesterona, esteroide producido por las células del cumulus, ha emergido 

como el principal candidato para ser el inductor de la RA (Osman et al. 1989; Roldan et al. 

1994; Romarowski et al. 2016). Asimismo, agentes farmacológicos no fisiológicos son 

utilizados de rutina en los laboratorios para inducir la RA entre los que se destacan los 

ionóforos de calcio (ionomicina y A23187) (Garde & Roldan 1996; De Jonge et al. 1991; 

De la Vega-Beltrán et al. 2012). 

Independientemente de cuál sea el inductor empleado, la cinética de exocitosis es 

lenta (min) y se ha observado consistentemente que no todos los espermatozoides llevan 

a cabo la RA al mismo tiempo (revisado por Belmonte et al.  2016). La razón de esta falta 

de sincronía no es entendida, aunque se ha especulado que está asociada a distintos 

grados de capacitación de las células (revisado por Belmonte et al. 2016). 
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EVENTOS MOLECULARES DE LA CAPACITACIÓN 

La capacitación es un proceso que presenta cinéticas variables según la especie, 

siendo de 1 hora en ratón y hasta 6 horas en humanos. Al incubar las células en un medio 

capacitante (es decir, que contiene principalmente HCO3-, Ca2+ y BSA), algunos eventos se 

inician luego de unos pocos minutos (eventos tempranos), mientras que otros requieren 

tiempos mayores (eventos tardíos). Dentro de los primeros, se incluye el aumento de 

HCO3- y Ca2+ intracelular, activación de la proteína quinasa A y consecuente aparición de 

un patrón de sus sustratos fosforilados (pPKAs) y la remoción de colesterol de la 

membrana por parte de un aceptor de lípidos en el medio (BSA). Dentro de los eventos 

tardíos se incluye la fosforilación de proteínas en residuos de tirosinas (pY), la 

hiperpolarización del potencial de membrana y el aumento de pH intracelular (revisado 

por Stival et al., 2016). Hasta la fecha se desconoce de manera cierta cómo estos distintos 

eventos se asocian entre sí para conducir al espermatozoide a una motilidad 

hiperactivada y a alcanzar un estado de latencia para sufrir la reacción acrosómica. A 

continuación, se describen en mayor profundidad los eventos moleculares asociados a 

este proceso. 

En 1995 Visconti y col. comenzaron a sentar las bases moleculares de la capacitación 

estableciendo el requerimiento de HCO3- y Ca2+ (Visconti et al. 1995). El influjo de Ca2+ 

inicial se produce a través del canal CatSper (Barratt, 2011), mientras que el co-

transportador de sodio/bicarbonato NBC parece ser el candidato más probable para el 

ingreso de HCO3- (Puga Molina et al., 2018). El aumento citoplasmático de estos iones 

provoca la activación rápida de una adenilato ciclasa soluble (sAC), que resulta en un 

incremento de AMPc y consecuente activación de la Proteína Quinasa A (PKA) (Hess et 

al., 2005). Esta secuencia de eventos iniciales es lo que se conoce como el eje 

sAC/AMPc/PKA. 

En espermatozoides, sAC constituye la principal fuente de AMPc para la Ser/Thr 

quinasa PKA. En 2013 se demostró la presencia de adenilato ciclasas transmembranas 

tradicionales en la cabeza de espermatozoides de ratón, pero la síntesis de AMPc derivada 

de ellas no estimula a PKA (Wertheimer et al., 2013). La activación de PKA es un evento 

temprano, ya que en los espermatozoides de todas las especies de mamíferos estudiados, 

la quinasa alcanza valores máximos de actividad en menos de un minuto de exposición a 

medio capacitante (Harrison & Miller 2000; Krapf et al. 2010; O’Flaherty et al. 2004). El 
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desarrollo de anticuerpos contra sustratos de PKA fosforilados que reconocen la 

secuencia consenso RXXpS/pT o RRXpS/pT, ha sido esencial para el estudio de su cinética 

de activación.  

El rol crucial de PKA en la capacitación se ha fundado en la utilización de una batería 

de inhibidores, tales como H89, Rp-cAMPS y sPKI, los cuales interfieren con la actividad 

de la quinasa de modos distintos (revisado por Murray, 2008). Por otra parte, 

considerando que la variante no miristoilable PKAcα2 (también llamada PKAcs), es la única 

subunidad catalítica presente en los espermatozoides maduros de ratón (Desseyn et al. 

2000; San Agustin et al. 2000) fue posible eliminar la actividad PKA específicamente de 

estas células (Nolan et al., 2004). Dichos ratones, son estériles y el fenotipo infértil se 

relaciona con defectos en la movilidad y la capacitación (Nolan et al., 2004). La 

combinación de estudios empleando inhibidores farmacológicos o el knock-out de PKAcα2 

han demostrado que la gran mayoría de los eventos tardíos asociados a la capacitación, se 

encuentran corriente abajo y están regulados por PKA. Entre ellos: la hiperactivación 

(Luconi et al., 2005), la activación de tirosina quinasas (Leclerc et al. 1996; Nolan et al. 

2004) y la potencialidad de respuesta acrosomal (De Jonge et al., 1991). El aumento de 

proteínas fosforiladas en tirosinas puede ser detectado por western-blot y por más de 

20 años, se ha utilizado como un marcador molecular de capacitación en espermatozoides 

de ratón y otras especies.  

Otro evento de cinética lenta asociado a la capacitación, es la hiperpolarización de la 

membrana plasmática, es decir, el aumento de cargas negativas neta del lado 

intracelular que genera un incremento en la diferencia de potencial de membrana (Em). 

Se ha reportado una hiperpolarización de membrana plasmática durante la capacitación 

en espermatozoides murinos (Escoffier et al. 2015; Stival et al. 2015; Zeng et al. 1995), 

bovinos (Zeng et al. 1995) y humanos (López-González et al., 2014). La hiperpolarización 

ha sido asociada con la vía que conduce a la capacidad de respuesta acrosomal (Zeng et al 

1995), entre otras razones porque en espermatozoides de ratón, la hiperpolarización es 

necesaria y suficiente para que las células queden preparadas para la exocitosis acrosomal 

(De La Vega-Beltran et al., 2012). A través de trabajos con ratones knock-out, se ha 

establecido al canal Slo3 como el principal mediador de la hiperpolarización durante la 

capacitación en esta especie (Zeng et al. 2011). Se trata de un canal de K+, sólo presente 

en espermatozoides de mamíferos. Estructuralmente, se compone de 7 dominios 
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transmembrana sensores de voltaje, así como de un anillo citoplasmático grande, 

responsable de la regulación por efectores intracelulares. Se ha determinado que la 

apertura del canal se estimula por pH alcalino y despolarización interna, pero su 

regulación exacta es aún objeto de estudio (revisado por Ritagliati et al., 2018). 

Figura 5. Eventos moleculares de la capacitación espermática. Esquema 

simplificado donde se muestran los principales eventos asociados a la vía que conduce a 

la hiperactivación (HA) y a la vía que conduce a la capacidad de respuesta acrosomal 

(RA). Al incubar las células en un medio capacitante se da el ingreso de HCO3
- y Ca2+, que 

activan a la adenilato ciclasa sAC. En consecuencia, se produce un aumento en la 

concentración de AMPc, el cual activa en forma directa a la Proteina Quinasa A (PKA) 

para fosforilar sustratos específicos (pPKAs). Dentro de los llamados “eventos tardíos” 

de la capacitación ocurre la activación de la tirosina quinasa FER y la consecuente 

fosforilación de proteínas en residuos de tirosinas (pY), la hiperpolarización de la 

membrana plasmática (↓Em), la polimerización de actina (F-Actina) y el aumento de pH 

intracelular (↑pHi). Estos tres últimos eventos se asocian a la capacidad de respuesta 

acrosomal que adquieren los espermatozoides durante la capacitación, de manera que 

al ser estimulados con un agonista fisiológico (progesterona, sZP), se dispara la entrada 

masiva de Ca2+ a través de un canal de Ca2+ aun no identificado claramente (CatSper???), 

lo cual culmina en la fusión de la vesícula acrosomal a la membrana plasmática. Las 

flechas indican la relación entre eventos. Las líneas discontinuas indican asociación 

entre los eventos pero sin evidencia de interacción directa. 
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Finalmente, el rol del ion Ca2+ merece una mención especial dentro de la 

señalización espermática. Este mensajero secundario juega varios papeles a lo largo de la 

capacitación y en la inducción de la RA. Durante la incubación en medio capacitante, el 

calcio ingresa a las gametas y junto al HCO3-, promueve la activación de sAC que, a su vez, 

produce el AMPc que estimula a PKA. Además, cantidades trazas de este catión estimulan 

la actividad de fosfatasas, por lo que el mantenimiento del equilibrio fino en la 

concentración de calcio es crucial para regular las vías de señalización asociadas al eje 

sAC/AMPc/PKA/pPKAs (Navarrete et al., 2015). Este ingreso inicial de Ca2+ a través de 

CatSper se ha asociado con la capacidad de desarrollar motilidad hiperactivada (Qi et al. 

2007; Xia & Ren 2009). El trabajo con inhibidores y la identificación de péptidos o ARNm 

ha llevado a que se postule la existencia de distintos tipos de canales de Ca2+ (canales 

activados por voltaje –Cav-, canales operados por reservas –SOCs-). Sin embargo, sólo se 

ha detectado en forma contundente por electrofisiología la actividad del canal CatSper, 

exclusivo de espermatozoides (Darszon et al., 2011). Se trata de un heteromultímero, 

compuesto por 4 subunidades α formadoras de poro (CatSper1-4) asociadas a 3 

subunidades regulatorias (β, γ y δ), en donde la eliminación de cualquiera de ellas en 

modelos de ratones knock-out da como resultado animales infértiles con 

espermatozoides que no logran capacitarse (Darszon et al. 2011; Kirichok et al. 2006; Qi 

et al. 2007). Los canales CatSper se han localizado en la pieza principal del flagelo de 

espermatozoides de ratón y humanos. Son ligeramente sensibles a voltaje, no se inactivan 

por despolarización (a diferencia de los canales Cav), y se activan fuertemente con un 

aumento de pHi (Kirichok et al. 2006). Los espermatozoides de ratones CatSper-KO no 

logran hiperactivarse, y es por ello que su rol en este proceso ha sido definido. En 

espermatozoides de ratón, numerosos estímulos inducen aumento de Ca2+ intracelular 

(HCO3-, BSA, progesterona, agonistas permeables de AMPc, ZP) y esta respuesta 

desaparece en los CatSper-KO. 

Por otro lado, la inducción de la RA con agonistas como progesterona o zona 

pelúcida solubilizada (sZP) tanto en espermatozoides de ratón como de humano, provoca 

una despolarización del potencial de membrana asociado a al menos dos tipos de 

aumentos de Ca2+: el primero es rápido y transitorio, mientras que el segundo es lento y 

sostenido. Debido a que el tratamiento con sZP logra inducir RA en espermatozoides de 

ratones CatSper-KO, la contribución de este canal en la exocitocis acrosomal no es 
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 clara (Xia & Ren 2009). En estos espermatozoides se pierde el pico inicial de Ca2+ pero 

permanece inalterable el influjo tardío. Independientemente de cuál es la identidad de los 

canales de Ca2+ involucrados durante la RA, la evidencia actual establece que dicha 

corriente es dependiente de voltaje y que se estimula cuando la despolarización va 

precedida por hiperpolarización de la membrana plasmática (De La Vega-Beltran et al., 

2012; Linares-Hernández et al., 1998). Parece entonces, que la hiperpolarización 

ocasionada por Slo3 en ratón durante la capacitación, tiene la función de sensibilizar 

canales de Ca2+. Esta hipótesis se apoya en el hecho de que espermatozoides Slo3-KO en 

medio capacitante no sufren aumento de Ca2+ asociado a la RA estimulada por sZP o altas 

concentraciones de potasio extracelular. Sin embargo, la inducción de RA puede 

recuperarse si a los espermatozoides carentes de Slo3 se les provoca hiperpolarización 

farmacológica (Chávez et al. 2014).  

En humanos la progesterona puede activar a CatSper, induciendo la RA en 

espermatozoides capacitados, aunque no ocurre lo mismo con espermatozoides de ratón 

(Lishko et al. 2011; Strünker et al. 2011). Esto podría explicar por qué mientras que la 

inducción de RA in vitro en espermatozoides humanos capacitados puede lograrse con 3 

µM de progesterona, la inducción en espermatozoides de ratón requiere de 

concentraciones > 20 µM. 
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OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar y conocer las cascadas de señalización por las cuales se regula la adquisición 

de capacidad fecundante de espermatozoides de mamíferos, utilizando como modelo 

experimental espermatozoides de cauda murino. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

I. Estudiar el rol del anclaje subcelular de PKA a AKAPs en la adquisición de 

capacidad fecundante.  

 

II. Estudiar el rol del anclaje subcelular de PKA a AKAPs durante la inducción de la 

reacción acrosomal espermática. 

 

III. Evaluar la participación de la quinasa Src en los eventos que conducen a la 

preparación para desencadenar la reacción acrosómica. 
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INTRODUCCIÓN 

La capacitación es un proceso altamente complejo orquestado inicialmente por la 

acción de la Proteína Quinasa A (PKA) (Visconti et al. 1995). La holoenzima se compone 

de dos subunidades catalíticas (PKAc) idénticas asociadas no covalentemente a dos 

subunidades regulatorias idénticas (PKAR). Existen, además, 4 isoformas posibles de las 

subunidades regulatorias (PKARIα, PKARIβ, PKARIIα, PKARIIβ) que definen el 

posicionamiento de la holoenzima dentro de la célula y la sensibilidad de activación. En el 

complejo enzimático las subunidades catalíticas se mantienen inhibidas por la interacción 

con las subunidades regulatorias, pero la unión de AMPc a estas últimas provoca la 

liberación de los centros catalíticos en su forma quinasa activa (Fig. 6). La inactivación de 

PKA ocurre por depleción de AMPc, mediado tanto por acción de fosfodiesterasas 

(Baxendale & Fraser 2005) como por extrusión del mensajero a través de bombas 

citoplasmáticas (Osycka-Salut et al., 2014). Este modelo de regulación de actividad de PKA 

ha sido descripto no sólo en espermatozoides, sino también en las células somáticas que 

expresan a esta quinasa (revisado por Taylor et al., 2013).  

La activación temprana de PKA durante la capacitación es fundamental ya que 

de ella dependen una variedad de eventos que se dan corriente abajo, entre los cuales se 

encuentran: 1) hiperpolarización del potencial de membrana plasmática (Em) (Escoffier 

et al., 2015; revisado por Ritagliati et al., 2018), 2) desarrollo de motilidad hiperactivada 

(Baker et al. 2006; Harayama & Nakamura 2008; Wertheimer et al. 2013) y 3) 

desencadenamiento de la RA frente a un inductor, una vez que la capacitación se completó 

(Harrison et al. 2000; Visconti et al. 1995).  

Debido a que PKA es una quinasa promiscua de residuos Ser/Thr, con multiplicidad 

de sustratos, su regulación precisa requiere de la activación en localizaciones subcelulares 

específicas. El posicionamiento de PKA puede variar con el tiempo y se ha propuesto que 

estos cambios de ubicación regulan distintos procesos (revisado por Taylor et al., 2013). 

La restricción espacial de PKA se logra por interacción con proteínas de anclaje específicas 

conocidas como AKAPs, por sus siglas en inglés (A Kinase Anchoring Proteins) (revisado 

por McConnachie et al. 2006) (Fig. 6). Los miembros de esta familia son altamente 

divergentes en secuencia, pero todos conservan 3 características fundamentales: 1) un 

dominio de interacción con PKA; 2) una secuencia de localización única y 3) sitios de 

interacción con otras proteínas de la vía de señalización de PKA (revisado por Taylor et 
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al. 2013 y Luconi et al. 2011). El dominio de anclaje a PKA está constituido por una 

secuencia corta de 14-18 residuos que forman una hélice anfipática. Dicha hélice, 

contenida en las AKAPs, se inserta en un surco complementario de PKA formado por el 

dominio de dimerización (D/D) de las subunidades regulatorias (Carr et al., 1991). La 

gran mayoría de las AKAPs identificadas se unen selectivamente a las isoformas PKARII 

de PKA, aunque existen un número limitado de AKAPs con especificidad dual que también 

pueden interactuar con PKARI (revisado por Kennedy & Scott 2015).  

 

 

 
 

Los sitios de interacción con otras proteínas están destinados a anclar sustratos o 

reguladores de PKA, de manera de crear microdominios de señalización altamente 

regulados en espacio-tiempo (revisado por McConnachie et al. 2006). Por ejemplo, en 

células somáticas se ha probado que la actividad de una adenilato ciclasa transmembrana 

anclada a un dado complejo AKAP resulta en la producción localizada de AMPc. Este a su 

vez activa a la proteína PKA asociada, sin tener efectos sobre otras PKA 

 

 

 

Figura 6. Señalización de PKA a través de complejos con AKAPs. PKA es una Ser/Thr 

quinasa formada por dos subunidades regulatorias (R), asociadas a dos subunidades 

catalíticas (C). Cuando las concentraciones intracelulares de AMPc son bajas, el complejo 

holoenzimático de PKA está mayoritariamente asociado a proteínas de anclaje (AKAP) a 

través de la interacción son las subunidades R. Cuando la concentración de AMPc 

citoplasmática aumenta como consecuencia de la activación de la adenilato ciclasa, cada 

subunidad R une dos moléculas de AMPc y sufre profundos cambios conformacionales 

alostéricos que culminan en la liberación de las dos subunidades C activas. Imagen 

modificada de Kennedy, 2015. 
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 compartimentalizadas en sitios distintos. La PKA activada de esta manera, luego fosforila 

sólo a los sustratos también anclados al complejo, iniciando una cascada de señalización 

focalizada. Incluso, PKA puede fosforilar a la adenilato ciclasa del microdominio para 

silenciar la producción de AMPc, ejerciendo una retro-regulación sobre la misma 

(Bauman et al., 2006). 

Debido a la naturaleza espacial y temporal dinámica de las interacciones con AKAPs, 

ha resultado difícil desenmascarar las particularidades de los eventos de señalización 

asociados. Sumado a esto, el genoma humano codifica para más de 50 AKAPs (sin 

considerar las variantes de empalme alternativo), de las cuales cada célula somática 

expresa entre 10-15 subtipos distintos. Este grado de complejidad dificulta el estudio de 

las interacciones de PKA con cada tipo individual de AKAP (revisado por Kennedy & Scott 

2015). Particularmente en espermatozoides predominan dos tipos distintos: AKAP3 y 

AKAP4 (también conocidas como AKAP110 y AKAP82, respectivamente), y constituyen 

los principales componentes de la cubierta fibrosa (revisado por Eddy et al. 2003; Carrera 

et al. 1994). Numerosos trabajos identificaron incrementos en la fosforilación de estas 

AKAPs (o de proteínas con un peso molecular equivalente) durante la capacitación, 

indicando que podría existir una regulación diferencial sobre las mismas (Chung et al. 

2014; Hillman et al. 2013; Harrison 2004; O’Flaherty et al. 2004).  

Tradicionalmente se ha estudiado el rol de PKA en la capacitación espermática 

mediante el uso de inhibidores que afectan su actividad catalítica de diversas 

maneras: 1) moléculas que bloquean el sitio de unión a ATP (ej.: H89, KT5720), 2) 

inhibidores que son análogos inactivos de AMPc (ej.: Rp-cAMPS) y 3) “pseudo-sustratos” 

que se unen al sitio catalítico de PKA y quedan asociados irreversiblemente (ej.: sPKI) 

(revisado por Murray, 2008) (Fig. 7). 
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Sin embargo, la regulación de una vía de señalización no viene dada sólo por el 

estado activo/inactivo de sus componentes, sino también por la adecuada localización 

subcelular de los mismos. Hasta la fecha, existen relativamente pocos trabajos que 

aborden este aspecto de regulación no canónica de PKA en espermatozoides maduros 

(Hillman et al. 2013; Luconi et al. 2004; Carr et al. 2001; Harrison et al. 2000; 

Vijayaraghavan et al. 1997; Visconti et al. 1997) en comparación a la cantidad de 

bibliografía que analizan los efectos de activar/inhibir la vía sAC/AMPc/PKA. Como 

herramientas en el estudio del anclaje de PKA a AKAPs en distintos tipos celulares se han 

empleado “péptidos inhibidores de anclaje”. Se trata de secuencias cortas que se pliegan 

formando la hélice anfipática de interacción con los dominios D/D de PKAR, de manera 

que compiten con las AKAPs naturales por la interacción con PKA. El primero de estos 

péptidos en ser aislado y utilizado fue el llamado HT31, una secuencia de 24 aminoácidos 

(DLIEEAASRIVDAVIEQVKAAGAY) clonada a partir del dominio de unión a PKA de la 

AKAP_Lbc, cuyo extremo N-terminal fue luego esterificado para permitir el ingreso a las 

células (sHT31) (Carr et al. 1992). Si bien se han desarrollado algunos pocos inhibidores 

de anclaje sintético, sHT31 presenta una gran variedad de ventajas: ha sido ampliamente 

Figura 7. Mecanismos de acción de los inhibidores de actividad de PKA. A) Rp-

cAMPS es un antagonista competitivo de los sitios de unión a AMPc sobre las 

subunidades regulatorias (R) de PKA. La unión de Rp-cAMPS a PKA evita que las 

subunidades catalíticas (C) puedan ser liberadas en su forma activa. B) Los inhibidores 

sPKI, H89 y KT5720 (KT), actúan en una etapa posterior a Rp-cAMPS. Luego de la unión 

del AMPc a las subunidades R y la consecuente liberación de las subunidades C, el 

péptido sPKI se asocia al sitio activo de las subunidades catalíticas, evitando que las 

mismas puedan fosforilar sustratos. Por otra parte, H89 y KT5720 son dos antagonistas 

competitivos de los sitios de unión del ATP sobre las subunidades catalíticas de PKA. Sin 

la unión de ATP, las subunidades C no pueden fosforilar proteínas diana. Imagen 

modificada de Murray, 2008. 
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estudiado y validado en distintos tipos celulares (incluido espermatozoides) (Hillman 

et al. 2013; Luconi et al. 2004; Harrison et al. 2000; Vijayaraghavan et al. 1997), se cuenta 

con un análogo inactivo -llamado sHT31p- que sirve como control de especificidad del 

efecto deslocalizador, está disponible comercialmente, su solubilidad en medio acuoso lo 

hace adecuado para el estudio en células vivas y, finalmente dada su capacidad de 

interrumpir interacciones con las subunidades PKARI como PKARII es útil para abordajes 

iniciales donde se desconoce la existencia de mecanismos compensatorios entre ambas 

isoformas (revisado por Kennedy & Scott 2015).  

 

En este primer capítulo de tesis se analizaron los efectos de interrumpir la 

interacción PKA-AKAPs sobre distintos eventos de la capacitación espermática.     
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RESULTADOS 

1.1. Selección de las concentraciones de inhibidores catalíticos de PKA a utilizar 

durante el trabajo 

Con el fin de verificar y establecer las concentraciones efectivas de los inhibidores 

catalíticos de PKA utilizados en este trabajo, se realizaron curvas de concentración y se 

observó el efecto sobre la fosforilación de sustratos de PKA (pPKAs) por western-blot. 

Según los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, y en concordancia con la 

bibliografía publicada, se seleccionaron como concentraciones inhibitorias: 15 µM para 

sPKI y 30 µM para KT5720 (Fig. 8). Por otra parte, la concentración inhibitoria de H89, 

también utilizado en este proyecto, ya ha sido establecida en 30 µM, según trabajos 

anteriores del grupo (Krapf et al., 2010). 

 

 

 

Figura 8. Curva de inhibición de PKA. Los espermatozoides fueron incubados en 

medio capacitante (CAP) en presencia o ausencia de distintas cantidades de dos 

inhibidores catalíticos de PKA: sPKI o KT5720. Se prepararon extractos de proteínas 

totales de las distintas condiciones y se realizó SDS-PAGE seguido de western-blot, 

revelado contra sustratos fosforilados de PKA (α-pPKAs). En el panel inferior se muestra 

el control de carga (hexoquinasa). La imagen mostrada corresponde a un mismo 

experimento, de manera que la condición CAP 0 µM corresponde al control de 

fosforilación normal en medio capacitante para ambas curvas de inhibidores. 
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1.2. El desanclaje de PKA inhibe los patrones de fosforilación de proteínas asociados 

a la capacitación 

La activación temprana de PKA por producción de AMPc durante la capacitación ha 

sido ampliamente estudiada, y se ha definido como un evento fundamental para que los 

espermatozoides adquieran el estado capacitado. Sin embargo, poco se conoce acerca de 

la relevancia de la localización subcelular específica de PKA en este contexto. Se ha 

demostrado en trabajos de diversos campos que la exposición de células somáticas a 

inhibidores de anclaje de PKA, resultan en el bloqueo de las cascadas de señalización 

asociadas a la quinasa (Mack & Fischer 2017; Poppinga et al. 2015; Wojtal et al. 2006). 

Con el fin de estudiar el rol del anclaje de PKA durante la adquisición del estado 

capacitado, se utilizó el péptido sHT31 que inhibe la interacción entre PKARII y AKAPs en 

espermatozoides de ratón (Carr et al., 1992). sHT31 es la forma esterificada del 

compuesto HT31, capaz de ingresar a las células por difusión simple. Este péptido 

inhibidor ha sido utilizado ampliamente en el estudio del anclaje de PKA por su alta 

eficiencia, permeabilidad celular y validación en la biografía. En adición, se cuenta con un 

análogo inactivo del mismo (sHT31p) que permite realizar controles de especificidad de 

acción (revisado por Kennedy & Scott 2015). En el péptido inactivo sHT31p, se 

reemplazan dos isoleucinas de la secuencia original de sHT31 por prolinas, impidiendo 

que se forme así la hélice de interacción con PKARII. 

Para inhibir la interacción entre PKA y AKAPs previo a la inducción de la 

capacitación, los espermatozoides fueron pre-incubados durante 10 min con diferentes 

concentraciones de sHT31 en medio no capacitante (medio H-TYH). Luego, fueron 

expuestos a condiciones capacitantes (medio H-TYH suplementado con HCO3- 15 mM y 

BSA 5 mg/ml) durante 60 min, tiempo que se considera como punto final del proceso en 

espermatozoides murinos. Durante todo el tiempo de capacitación se mantuvo la 

concentración de sHT31 ensayada. 

El análisis por western-blot mostró que la pre-incubación con sHT31 bloqueó la 

fosforilación de sustratos de PKA asociada a la capacitación (pPKAs), a partir de 1 µM. Así 

mismo, la fosforilación de proteínas en residuos de tirosinas (pY) que es un evento 

corriente abajo y dependiente de PKA, también se inhibió a las mismas concentraciones 
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de sHT31 (Fig. 9A). El péptido control sHT31p utilizado a la más alta concentración 

ensayada (3 µM) no impidió la aparición ni de pPKAs ni de pY (Fig. 9B), indicando que el 

efecto inhibitorio de sHT31 se debe su acción deslocalizadora, y no es el resultado de 

efectos estructurales colaterales. 

 

 

 

 

1.3. sHT31 provoca el desanclaje de PKA y AKAP4, sin afectar la actividad catalítica 

de la quinasa 

Para verificar que la falta del patrón pPKAs observado no se debiera a una inhibición 

directa de la actividad catalítica de PKA por sHT31, realizamos dos experimentos: 1) 

medición indirecta de actividad de PKA en sistema libre de células y 2) ensayo de 

actividad quinasa in vitro. En el primero, se analiza la capacidad de PKA de fosforilar a sus 

proteínas dianas en presencia de sHT31 en un medio donde las células han sido lisadas  

Figura 9. Efecto de sHT31 sobre patrones de fosforilacilón de proteínas asociados 

a capacitación. A) Los espermatozoides fueron pre-incubados 10 min con las 

concentraciones indicadas del inhibidor de anclaje sHT31 antes de ser expuestos 

durante 60 min a medio capacitante (CAP). Como control negativo, los espermatozoides 

fueron incubados 60 min en medio no capacitante (NC). Extractos de proteínas totales 

de estos tratamientos fueron analizados por western-blot revelado contra sustratos 

fosforilados de PKA (pPKAs) y proteínas fosforiladas en residuos de tirosinas (pY), 

analizados sobre la misma membrana. B) Se repitió el tratamiento de los 

espermatozoides como en el punto A), incubando a los mismos en medio capacitante y 

en presencia de 3 µM del inhibidor sHT31 (HT) o 3 µM del análogo inactivo sHT31p 

(HTp). Como control, se incubó a los espermatozoides en medio capacitante en ausencia 

de estos compuestos (-). Por western-blot se verificó que el análogo inactivo sHT31p no 

bloquea ni la fosforilación de sustratos de PKA (pPKAs) ni la fosforilación de residuos de 

tirosinas (pY). 
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(“sistema libre de células”), en el cual el acercamiento de la enzima a sus sustratos se da 

estocásticamente. De esta manera, si sHT31 no interfiere con la actividad catalítica de 

PKA, cuando la quinasa encuentre a sus sustratos podrá fosforilarlos y esto podrá 

evidenciarse mediante western-blot. Para obtener este sistema, se incubó a los 

espermatozoides en solución conteniendo tritón X-100, de manera disrumpir las 

membranas celulares, liberando al medio tanto a PKA como a sus sustratos. Estos 

extractos totales fueron luego tratados con análogos permeables de AMPc (db-AMPc ó 

8Br-AMPc) junto con el inhibidor de fosfodiesterasas IBMX, para provocar la activación 

directa de PKA. En presencia de sHT31 3 µM, los análogos de AMPc activaron a PKA y hubo 

fosforilación de sustratos. Esto no ocurrió cuando en lugar de añadir sHT31 se incubó a 

las células en presencia de sPKI 15 µM, que inhibe la actividad catalítica de PKA (Fig. 10A).  

En el segundo ensayo se midió en forma directa la actividad quinasa de PKA extraída 

de espermatozoides, al enfrentarla al sustrato peptídico “kémptido”, el cual acumula 

marca radiactiva al ser fosforilado en un medio que contenga ATP[γ-32P]. En este 

experimento, la actividad in vitro de PKA no se vio bloqueada aun en presencia de 30 µM 

de sHT31 (30 veces más de la concentración empleada en ensayos in vivo), mientras que 

la fosforilación del kémptido sí se impidió ante la presencia de dos inhibidores específicos 

de actividad de PKA (H89 30 µM y sPKI 15 µM), como era esperado (Fig. 10B). 

Estos resultados indican que sHT31 no inhibe la actividad catalítica de PKA, pero 

sí su actividad biológica durante la capacitación, presuntamente al interferir con el 

anclaje a AKAPs. Así, el péptido alejaría a la quinasa de sustratos fosforilables detectables 

en western-blot, impidiendo la aparición de los patrones de pPKAs y pY.  
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A pesar de que las 9 isoformas de adenilato ciclasas transmembrana (ACtm) 

identificadas en células somáticas, pueden unirse a AKAPs (revisado por Luconi et al. 

2011), la activación de PKA en la capacitación no está mediada por ACtm, sino que ocurre 

por acción de la adenilato ciclasa soluble sAC (Wertheimer et al., 2013). Si bien aún no 

existen evidencias de interacción física de sAC con AKAPs, contemplamos la posibilidad 

de que la presencia de sHT31 estuviera alejando a PKA de su fuente natural de AMPc en 

el espermatozoide, y que esa fuera la causa de la ausencia de sustratos fosforilados de PKA 

in vivo. Para verificarlo, se pre-incubó a los espermatozoides en medio no capacitante con 

sHT31 1 µM y luego fueron enfrentados a análogos permeables de AMPc (db-AMPc 1 mM 

Figura 10. sHT31 no inhibe la actividad catalítica de PKA. A) Análisis de la actividad 

de PKA en ensayo libre de células. Los espermatozoides fueron incubados por 30 min en 

medio conteniendo ATP 40 µM, db-AMPc 1 mM ó 8Br-AMPc 1 mM, IBMX 0.1 mM, MgCl2 

10 mM y Tritón X-100 1 %, en ausencia o presencia de sHT31 3 µM o sPKI 15 µM. El 

control negativo (-) no contiene análogos permeables de AMPc, de manera que PKA no 

se activa. Cada condición fue procesada para análisis de western-blot y la 

inmunodetección se realizó con anticuerpos anti-sustratos fosforilados de PKA (α-

pPKAs). B) Medición de la actividad de PKA en ensayo radiactivo. Se determinó la 

incorporación de marca radiactiva (ATP32) en el sustrato sintético “kémptido” por acción 

de PKA espermática, activada in vitro por agregado de db-AMPc 1 mM e IBMX 0.1 mM al 

buffer de reacción. La actividad quinasa fue medida en presencia de las cantidades 

indicadas de sHT31, H89 30 µM, o sPKI 15 µM. El control negativo (barra blanca) 

corresponde a un medio sin db-AMPc de manera de no inducir la activación de PKA. Los 

datos representan el promedio de experimentos independientes + EE.  
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ó 8Br-AMPc 1 mM) en conjunto con un inhibidor de fosfodiesterasas (IBMX 0.1 mM), de 

manera de garantizar la activación directa de PKA (Fig. 11). Aun en estas condiciones, no 

se detectó patrón de sustratos fosforilados de PKA, reafirmando que la ausencia del 

mismo no se debe a falta de actividad catalítica de PKA, sino a su desanclaje de AKAPs y 

consecuente alejamiento de sus sustratos.  

 

 

 
 

Con el fin de confirmar que sHT31 afecta la interacción entre PKA y AKAPs del 

espermatozoide, se realizó una inmunoprecipitación de la subunidad PKARII de 

espermatozoides capacitados en presencia o ausencia de sHT31 3 µM. Los 

inmunoprecipitados fueron analizados por western-blot para la detección de las dos 

principales AKAPs en flagelo de ratón: AKAP3 y AKAP4 (Fig. 12). La presencia de sHT31 

en el medio, provocó una significativa reducción en la cantidad de AKAP4 que co-

inmunoprecipitó con PKARII, indicando que el péptido efectivamente reduce la 

interacción entre ambas proteínas ocasionando el desanclaje de PKA. No se pudo detectar 

co-inmunoprecipitación de PKARII con AKAP3 ni en ausencia ni en presencia de sHT31, 

sugiriendo que la quinasa interactúa mayoritariamente con la variante AKAP4. 

Figura 11. Los patrones de fosforilación asociados a capacitación son inhibidos 

por desanclaje de PKA y no pueden recuperarse por activación catalítica de la 

quinasa. Espermatozoides fueron tratados con sHT31 1 µM durante 10 min en medio 

no capacitante. Luego, fueron incubados por 60 min en medio capacitante (CAP) 

conteniendo sHT31 1 µM en presencia o ausencia de dibutiril-AMPc 1 mM + IBMX 0.1 

mM (dbcA) ó 8Br-AMPc 1 mM + IBMX 0.1 mM (8Br). Extractos de proteínas totales 

fueron analizados por western-blot para la detección de los sustratos fosforiados de PKA 

(pPKAs) y de proteínas fosforiladas en tirosinas (pY), sobre la misma membrana. 
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1.4. El desanclaje de PKA inhibe el movimiento hiperactivado 

Como resultado del proceso de capacitación los espermatozoides adquieren dos 

parámetros funcionales principales que les permiten fecundar: 1) transición de motilidad 

progresiva a motilidad hiperactivada (HA) (revisado por Stival et al. 2016; Suarez & Dai 

1992) y 2) capacidad de sufrir reacción acrosómica al enfrentarse a un inductor fisiológico 

como la progesterona (Harrison et al. 2000). Ambos eventos dependen de la activación 

temprana de la vía de AMPc/PKA ya que se ha demostrado extensamente que cuando la 

misma es interrumpida por inhibición de sAC o de PKA, se bloquea la adquisición del 

estado capacitado (Harayama & Nakamura 2008; Hillman et al. 2013; Luconi et al. 2004; 

Harrison et al. 2000; Visconti et al. 1995).  

En relación a los parámetros de motilidad espermáticos, el potencial para el 

desplazamiento lineal es adquirido durante el tránsito epididimario y no es dependiente  

Figura 12. sHT31 interfiere con el anclaje de PKARII a AKAPs en espermatozoides 

de ratón. Se realizaron inmunoprecipitaciones de la subunidad RII de PKA (IP α-PKARII, 

policlonal de conejo) sobre extractos de espermatozoides incubados en condiciones 

capacitante, en ausencia (-) o presencia (+) de sHT31 3 µM. Luego, los 

inmunoprecipitados fueron analizados por western-blot (WB) para el análisis de co-

inmunoprecipitación con AKAP4 (α-AKAP4, monoclonal de ratón) o AKAP3 (α-AKAP3, 

monoclonal de conejo). AKAP3 no fue detectada en la IP, pero sí en el extracto total sin 

inmunoprecipitar (input). Para evitar la detección de la cadena pesada del anticuerpo α-

PKARII (52 kDa) utilizada durante la IP, se empleó como anticuerpo secundario un α-

cadena liviana de IgG de ratón o conejo (25 kDa), según el caso. Los pesos moleculares 

esperados son: AKAP4 (82 kDa), AKAP3 (110 kDa), PKARII (53 kDa). 
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de la activación de la vía AMPc/PKA. Por el contrario, el cambio en el patrón de motilidad 

a un estado hiperactivado, es completamente dependiente de la producción temprana de 

AMPc por sAC y consecuente activación de PKA (Tourzani et al., 2018).  

Con el fin de evaluar el efecto de inhibir el anclaje de PKA-AKAPs sobre la motilidad 

espermática, se enfrentó a los espermatozoides con concentraciones crecientes de sHT31 

en medio capacitante durante 60 min. La motilidad de los mismos fue evaluada a través 

del software CASA (Fig. 13).  

 

 

 
 

Los resultados muestran que enfrentar a los espermatozoides con hasta 3 µM sHT31 

no afecta la motilidad total (Fig. 13A), probando que las células conservan su viabilidad 

en presencia de todas las concentraciones de sHT31 utilizadas en estos experimentos. Por 

el contrario, se ve un efecto inhibitorio en la adquisición de hiperactividad (Fig. 13B)  

 

Figura 13. El desanclaje de PKA bloquea la adquisición del movimiento 

hiperactivado sin afectar la motilidad total. Espermatozoides murinos fueron 

incubados en ausencia o presencia de distintas concentraciones de sHT31 o sHT31p 

durante 60 min en medio capacitante (CAP). Luego se examinó la motilidad espermática 

utilizando el sistema CEROS CASA. Se indica la motilidad total (A) y la hiperactivada (HA) 

(B) como porcentajes de la población total de espermatozoides analizados. Las barras 

representan el promedio de al menos n = 3 + EE. Los * señalan diferencias 

estadísticamente significativas (p< 0.01) entre condiciones.  



Tesis Doctoral  Cap. I. Resultados 

 

Cintia Stival  Página 36 

dependiente de concentración, con un descenso significativo a partir de 0.3 µM de sHT31 

y una abolición total de la misma con 1 µM. Esta concentración coincide con la que produjo 

la inhibición de la fosforilación de proteínas asociadas a la capacitación (Fig. 9A).  

 

1.5. El desanclaje de PKA inhibe la adquisición de respuesta acrosómica y la 

capacidad fecundante in vitro 

Como se mencionó anteriormente, el otro efecto fisiológico principal de la 

capacitación es la adquisición de capacidad de respuesta acrosómica. Esto significa que, 

luego de la capacitación, el espermatozoide queda en un estado de latencia, preparado 

para llevar a cabo la fusión de la vesícula acrosomal y posterior exocitosis de su contenido, 

al enfrentarse a un inductor de reacción acrosómica (revisado por La Spina et al., 2017). 

Por este motivo analizamos el efecto de inhibir la interacción PKA-AKAPs durante la 

capacitación sobre la capacidad de respuesta acrosómica. Para ello se pre-incubó a las 

células con distintas concentraciones de sHT31 en medio no capacitante durante 10 min. 

Luego, se sometieron los espermatozoides a condiciones capacitantes durante 60 min, 

tras lo cual fueron enfrentados a progesterona 40 µM como inductor de RA. El estado 

acrosomal fue evaluado mediante tinción fluorescente del acrosoma con PNA-Alexa488 y 

observación al microscopio de fluorescencia. Los resultados mostraron un bloqueo 

significativo de la RA a partir de 0.3 µM de sHT31 (Fig. 14A). Estos datos concuerdan con 

la inhibición de la capacidad fecundante in vitro, analizada por el Dr. Darío Krapf. En 

dichos experimentos se determinó que el porcentaje de fecundación in vitro (FIV) 

disminuyó significativamente cuando los espermatozoides fueron pre-incubados con 

sHT31 antes de ser capacitados. El efecto inhibitorio se evidenció a partir de una 

concentración de 0.3 µM de sHT31, cayendo drásticamente a partir de 1 µM del inhibidor 

(Fig. 14B).  
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Estos resultados en conjunto demuestran que al inhibir la interacción PKA-AKAPs 

antes de exponer a las células a un medio capacitante, impide que las mismas 

puedan adquirir capacidad fecundante como consecuencia del bloqueo de la 

hiperactivación y de potencialidad de RA. 

 

 

Figura 14. El desanclaje de PKA inhibe la capacidad de adquirir capacidad 

fecundante. A) Espermatozoides fueron incubados en medio capacitante (CAP) durante 

60 min, en presencia de distintas concentraciones de sHT31 o sHT31p. Luego, fueron 

enfrentados a progesterona (Pg) 40 µM durante 30 min adicionales. El estado acrosomal 

fue evaluado por tinción con PNA-Alexa488 y microscopía de fluorescencia. B) Ovocitos 

de ratón fueron inseminados con espermatozoides capacitados (2.5x106 

espermatozoides/ml en gotas de 200 µl). Se consideró que hubo fecundación in vitro 

(FIV) por visualización microscópica de pronúcleo. Al menos 30 ovocitos fueron 

evaluados en cada tratamiento. Tanto en A) como en B) Las barras representan el 

promedio de al menos n = 3 + EE. Los * señalan diferencias estadísticamente 

significativas (p<0.01) entre condiciones. 
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DISCUSIÓN 

A lo largo de décadas, numerosos trabajos han establecido la necesidad de la 

actividad catalítica de PKA como iniciadora de la capacitación. El enfoque de estudio 

usualmente se basa en alterar los puntos de la regulación canónica de PKA. Así, mediante 

el uso de inhibidores catalíticos (H89, sPKI, KT5720) y activadores directos de PKA 

(análogos permeables de AMPc, inhibidores de fosfodiesterasas) se ha probado el rol de 

la quinasa en la adquisición del estado capacitado. Sin embargo, poco es sabido acerca de 

la necesidad de su correcto anclaje y posicionamiento subcelular. En esta primera parte 

del proyecto de tesis se estudió el rol de la interacción PKA-AKAPs en la regulación de la 

capacitación espermática de ratón. Este trabajo representa un análisis más abarcativo que 

el enfoque tradicional, analizando el efecto de impedir el anclaje de PKA a AKAPs sobre 

distintos parámetros espermáticos.  

Como primer paso validamos que la utilización del péptido inhibidor de anclaje, 

sHT31, no afecta la actividad catalítica de PKA (Fig. 10), descartando así que los efectos 

biológicos observados se debieran a un bloqueo sobre el sitio activo de la quinasa. Así 

mismo, probamos que la presencia de sHT31 en el medio capacitante afecta la interacción 

de PKARII con AKAP4, reduciendo la co-inmunoprecipitación de ambas proteínas (Fig. 

12). Esto constituye una prueba directa de que en nuestro sistema sHT31 interrumpe la 

unión de PKA a AKAP4, y se suma a la evidencia previa del efecto disruptor de anclaje del 

péptido (Harrison et al. 2000; Hillman et al. 2013; Vijayaraghavan et al. 1997).  

Al inhibir la interacción PKA-AKAPs en espermatozoides murinos, se impidió que 

las células desarrollaran tanto el patrón de fosforilación de sustratos de PKA como el 

patrón de proteínas fosforiladas en residuos de tirosinas (Fig. 9). Considerando que el rol 

tradicionalmente asignado a las proteínas de anclaje AKAPs es el de constituir 

microdominios de señalización donde se acerque PKA a sus sustratos, la inhibición de 

pPKAs puede explicarse por un alejamiento de la quinasa de sus dianas, inducido por 

sHT31. Por otra parte, la fosforilación de proteínas en residuos de tirosinas es un evento 

tardío que se interpreta como marcador molecular del estado capacitado (Visconti et al. 

1995). El hecho de que el patrón de fosfotirosinas también se haya inhibido por el 

desanclaje de PKA, sugiere que las células no lograron adquirir capacidad fértil. Este 

resultado es consistente con trabajos anteriores que demuestran que la fosforilación de 
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residuos de tirosinas durante la capacitación requiere de la activación temprana de PKA 

(Leclerc et al. 1996; Nolan et al. 2004; Visconti et al. 1995).  

En la misma línea, estudios previos han reportado que la hiperactivación flagelar, es 

regulada por AMPc, cuyo principal efector es PKA (revisado por  Pereira et al. 2015). Tanto 

PKA como AKAP4 se encuentran localizadas en la pieza media y pieza principal del flagelo 

y se las considera reguladores cruciales del batido flagelar (revisado por Luconi et al. 

2011). En este trabajo demostramos que la adición del péptido inhibidor de anclaje afecta 

la interacción PKA-AKAP4 en espermatozoides murinos (Fig. 12) y que redujo 

drásticamente la hiperactivación de los mismos (Fig. 13B). En concordancia, resultados 

obtenidos en espermatozoides knock-out para Cα2, probaron que la falta de actividad de 

PKA no afectó el nado espontáneo in vitro pero sí la adquisición de un batido flagelar 

vigoroso (Nolan et al., 2004).  

De la misma manera que la hiperactivación se vio impedida, el desanclaje de PKA 

ocasionó que los espermatozoides no pudieran adquirir potencialidad de respuesta 

acrosómica (Fig. 14A). Así, mientras que un espermatozoide capacitado normalmente 

lleva a cabo la exocitosis de su contenido acrosomal cuando se lo enfrenta a progesterona, 

aquellas células en las que se inhibió la interacción PKA-AKAPs antes de iniciar la 

capacitación, no lograron liberar su contenido acrosomal frente a la inducción con 

progesterona (Osman et al. 1989; Roldan et al. 1994; Romarowski et al. 2016). En 

concordancia con la inhibición de los dos parámetros fisiológicos que indican capacitación 

(hiperactivación y capacidad de respuesta acrosómica), los espermatozoides tratados con 

sHT31 no lograron fecundar ovocitos in vitro (Fig. 14B). En relación a todos los eventos 

analizados, el péptido control sHT31p, no tuvo ningún efecto inhibidor, sugiriendo que el 

bloqueo de la capacitación ocasionado por sHT31 no se debió a una alteración de la 

membrana plasmática ocasionada por la esterificación de la molécula, sino a la disrupción 

del anclaje de PKA.  

Aunque no se puede descartar la posibilidad que el tratamiento con sHT31 pueda 

afectar la interacción de AKAPs con otras proteínas, la evidencia que apoya el rol de PKA 

en los procesos estudiados incluye: 1) trabajos previos han demostrado que el bloqueo de 

la actividad catalítica de PKA da efectos similares a los obtenidos aquí con el inhibidor de 

anclaje (Baker et al. 2006; Visconti et al. 1995); 2) sHT31 rompe la interacción 

PKARII/AKAP in vitro (Vijayaraghavan et al., 1997) y reduce la interacción con AKAP4 en 
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espermatozoides murinos (Fig. 12); 3) la incubación con sHT31 bloquea la aparición del 

patrón de sustratos fosforiladas de PKA, tratándose de un indicador directo de la 

interrupción de actividad biológica de la quinasa; 4) la inhibición de pPKAs no pudo 

recuperarse mediante la activación directa de PKA con análogos permeables de AMPc 

(Fig. 11), añadiendo evidencia a que el efecto observado se debe a un alejamiento de PKA 

de sus sustratos y no a falta de actividad de la quinasa.  

La evidencia acumulada indica que al inhibir el anclaje de PKA-AKAPs, los 

espermatozoides murinos no pueden capacitarse adecuadamente, aun cuando PKA se 

encuentra catalíticamente activa. Esto se manifestó en la afectación de todos los eventos 

moleculares asociados a la capacitación que fueron analizados en este trabajo: patrones 

de fosforilación de proteínas (pPKAs y pY), motilidad hiperactivada, capacidad de 

respuesta acrosómica y fecundación in vitro. Los ensayos indican que el adecuado 

posicionamiento de PKA por anclaje a las AKAPs celulares (en particular a AKAP4) es 

crucial para la activación y correcta señalización a través de la vía de AMPc/PKA/pPKAs 

que resulta en la adquisición del estado capacitado.  

La suma de estos resultados señala la importancia fundamental de que PKA se 

encuentre correctamente anclada, y por lo tanto correctamente localizada, para poder 

iniciar los eventos moleculares que conducen a la adquisición del estado capacitado.  
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INTRODUCCIÓN 

Como consecuencia de la capacitación, el espermatozoide adquiere una de las 

propiedades fundamentales para ser fecundante: potencialidad de sufrir reacción 

acrosómica al enfrentarse a un inductor (La Spina et al., 2017). Si bien se conoce desde 

hace tiempo que este fenómeno es necesario para lograr la fecundación, aún no se 

comprenden aspectos fundamentales del proceso, entre ellos: 1) ¿Cuál es la función 

biológica de la RA durante la fecundación; 2) ¿Cuál es el inductor/agonista fisiológico de 

la RA?; 3) ¿Cuál es el mecanismo de señalización celular que permite el inicio de la RA? 

Respecto al primer punto, ha habido divergencia en la evidencia experimental para 

responder a esta pregunta. Durante décadas los experimentos de fecundación in vitro se 

realizaron utilizando ovocitos “desnudos”, es decir, la célula con su matriz extracelular 

específica (denominada zona pelúcida), pero despojado de las células del cumulus que 

rodean al ovocito durante la ovulación y que incluso están presentes durante la 

fecundación in vivo. En este contexto se determinó que la RA ocurría al contacto con la ZP, 

y se propuso que la liberación de las enzimas hidrolíticas del acrosoma eran necesarias 

para la degradación de la misma, permitiendo que el espermatozoide pueda atravesarla y 

alcanzar el ovocito (revisado por La Spina et al. 2017). Este paradigma también propuso 

que el agonista fisiológico de la RA se encontraba contenido en la matriz extracelular del 

ovocito, por lo que se comenzó a utilizar zona pelúcida soluble (sZP) como inductor. Sin 

embargo, estudios recientes demuestran tanto in vitro (utilizando ovocitos con cumulus) 

(Jin et al., 2011) como in vivo (La Spina et al., 2016) que la reacción acrosómica se dispara 

antes del contacto del espermatozoide con la ZP. Sumado a esto, el grupo de Yanagimachi 

demostró que espermatozoides reaccionados recuperados del espacio perivitelino eran 

aún fecundantes (Inoue et al., 2011), desafiando las concepciones actuales acerca del rol 

de la RA en el proceso de fecundación. Todo esto sugiere que el inductor de la RA debe ser 

una sustancia difusible distinta a la sZP, posiblemente secretada por las células del 

cumulus. Por este motivo se propuso a la progesterona, esteroide producido y excretado 

por dichas células, como principal candidato inductor de la RA. Es posible también, que la 

identidad del agonista sea variable según la especie. En este sentido, los trabajos de Lishko 

y Strünker, proponen que la progesterona sería el inductor nativo en humanos, pero no 

en ratones. En estos últimos, si bien la progesterona también logra inducir RA en 

espermatozoides capacitados, lo hace a concentraciones relativamente altas (20 – 40 µM) 
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cuando se lo compara a las necesarias en humanos (< 4 µM) (Lishko et al. 2011; Strünker 

et al. 2011). Para el estudio de la RA en el laboratorio se han empleado diversos agonistas 

que suelen encontrarse de manera natural en el tracto reproductor de la hembra (ZP, 

fluido folicular, progesterona) (Harrison et al. 2000; de Jonge et al. 1993; De La Vega-

Beltran et al. 2012), pero también otro tipo de estímulos inductores, como ionóforos de 

calcio (A23187, ionomicina), o despolarización rápida de la membrana plasmática 

(empleando altas concentraciones de K+ en presencia de ionóforo de K+) (De La Vega-

Beltran et al., 2012). 

Cualquiera sea el estímulo utilizado, el inicio de la RA se asocia a dos eventos 

característicos: 1) aumento de Ca2+ intracelular y 2) despolarización de la membrana 

plasmática (que se encontraba hiperpolarizada como resultado de la capacitación). En 

estas cascadas de señalización, también se ha propuesto a PKA como un modulador de 

importancia. Desde principio de los años 90 se conoce que al bloquear PKA con 

inhibidores de su actividad catalítica (KT5720, H89), y luego enfrentar espermatozoides 

con un inductor de RA (como fluido folicular), se impide la inducción de la exocitosis (de 

Jonge et al., 1993). 

En esta segunda parte del trabajo analizamos el rol del anclaje de PKA en las vías de 

transducción de señales que inician la exocitosis acrosomal en espermatozoides murinos 

previamente capacitados. Esto nos permitió estudiar mecanismos de regulación no 

canónicos del eje AMPc/PKA, así como añadir nueva evidencia que explique las posibles 

diferencias entre la regulación de este proceso en espermatozoides de distintas especies.   
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RESULTADOS 

2.1. El desanclaje de PKA induce la reacción acrosómica en espermatozoides 

capacitados 

Considerando que tanto la actividad como el correcto posicionamiento de PKA son 

necesarios para que los espermatozoides adquieran potencialidad de respuesta 

acrosomal, decidimos evaluar si la interacción PKA-AKAPs era relevante aún después de 

que las células hayan adquirido estado capacitado, durante el proceso de RA. Para esto, 

los espermatozoides incubados en medio capacitante (medio H-TYH suplementado con 

HCO3- 15 mM y BSA 5 mg/ml) durante 60 min, fueron luego enfrentados a distintas 

concentraciones de sHT31 antes del tratamiento con progesterona para inducir RA. Sin 

embargo, sorpresivamente, observamos que el sólo agregado de sHT31 durante 30 min 

provocó la exocitosis acrosomal en ausencia del inductor, evaluado por tinción con 

coomassie como se describió previamente (Larson & Miller 1999). El efecto fue 

dependiente de concentración, lográndose inducción a partir de 1 µM de sHT31, mientras 

que el análogo inactivo sHT31p no fue capaz de provocar la exocitosis incluso a una 

concentración de 3 µM (Fig. 15A). Es importante destacar que la RA ocurrió 

exclusivamente en células previamente capacitadas, pero no así en espermatozoides 

incubados en medio no capacitante, sugiriendo que la inducción de la exocitosis 

acrosomal por inhibición del anclaje de PKA-AKAPs, requiere de un estado fisiológico 

específico de las células masculinas que se alcanza luego del proceso de capacitación. 

Debido a que las AKAPs no sólo se asocian a PKA, sino también a distintas moléculas 

de señalización (Carr et al., 2001), decidimos analizar si la RA provocada por el péptido 

inhibidor de anclaje, estaba efectivamente mediada por esta quinasa. Para ello, se 

enfrentó a los espermatozoides capacitados con dos inhibidores de actividad catalítica de 

PKA (sPKI 15 µM y KT5720 30 µM), 10 min antes del agregado de sHT31 1 µM (Fig. 15B). 

En estas condiciones, el desanclaje de PKA no logró inducir RA, demostrando que es 

necesario que la quinasa se encuentre activa para poder llevar a cabo la RA.. Sumado 

a estos resultados, la sóla inhibición de la actividad catalítica de PKA en espermatozoides 

capacitados, no logró emular el efecto de sHT31 (Fig. 15C), sugiriendo que la inducción de 

RA no se debe a la pérdida de regulación de un sustrato por alejamiento de PKA, sino más 

bien a la acción de PKA activa sobre una nueva diana. 
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Durante el desarrollo de la capacitación existen distintos eventos moleculares que 

preparan a los espermatozoides para sufrir la exocitosis del acrosoma. Entre ellos destaca 

la hiperpolarización del potencial de membrana (Em), que se ha demostrado que es un 

evento necesario y suficiente para la adquisición de respuesta acrosomal en 

espermatozoides murinos (De La Vega-Beltran et al., 2012). De esta manera, las células 

espermáticas pasan de un potencial despolarizado en condiciones no capacitantes, a 

adquirir un estado hiperpolarizado durante la capacitación. Dado que dicho evento es 

dependiente de la activación temprana de PKA (Escoffier et al., 2015), quisimos evaluar 

cuál era el efecto de inhibir la interacción PKA-AKAPs sobre este parámetro. Para ello, se 

hicieron medidas de fluorometría poblacional en las cuales se carga a los espermatozoides 

Figura 15. La reacción acrosómica puede ser inducida por el anclaje de PKA. Se 

evaluó el estado acrosomal de espermatozoides tratados en distintas condiciones por 

tinción con coomassie. A) Los espermatozoides fueron incubados en medio no 

capacitante (NC, barra blanca) o capacitante (CAP, barras grises) durante 60 min, 

seguido de agregado de distintas concentraciones de sHT31 o sHT31p por 30 min 

adicionales, antes del evaluar reacción acrosómica. B) Los espermatozoides fueron 

incubados en medio CAP durante 50 min, seguido de agregado de sPKI 15 µM o KT5720 

30 µM. A los 60 min, fueron expuestos a sHT31 1 µM durante 30 min adicionales, antes 

de evaluar reacción acrosómica. C) Espermatozoides fueron incubados 60 min en medio 

CAP. A los 60 min se enfrentaron alternativamente a KT5720 30 µM (KT), sPKI 15 µM o 

sHT31 1 µM durante 30 min adicionales antes de evaluar reacción acrosómica.  Las 

barras representan el promedio de al menos n = 4 + EE. Los * señalan diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.01) entre condiciones. 
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con la sonda sensible a potencial de membrana DISC3(5). La misma presenta carga neta 

positiva y puede particionarse libremente entre la membrana plasmática y el medio 

extracelular. Considerando que la emisión de fluorescencia se apaga en el entorno de la 

bicapa lipídica, si las células negativizan su potencial interno, el fluoróforo es translocado 

a la membrana plasmática y se da una caída de fluorescencia. En el caso contrario, si el 

potencial de membrana se despolariza, la sonda de carga positiva se acumula en el medio 

extracelular y la emisión de fluorescencia aumenta (Fig. 16).  

 

 

 

Figura 16. Mecanismo de acción de la sonda DISC3(5), sensible a cambios en el 

potencial de membrana. DISC3(5) fluoresce en el medio extracelular, pero su emisión 

se apaga en el entorno de la membrana plasmática. Cuando las células sufren 

hiperpolarización (↓Em), la sonda de carga positiva es reclutada hacia la membrana 

plasmática y la fluorescencia en el medio extracelular decae. En el caso de una 

despolarización (↑Em), ocurre el proceso inverso y se reestablece su emisión. En el panel 

inferior se muestran las gráficas correspondientes a una situación en donde a una 

población de células se les aplica un estímulo de despolarización (↑Em) como el agregado 

de potasio, o una situación donde se aplica un estímulo de hiperpolarización (↓Em) como 

el agregado de valinomicina. Los cambios de fluorescencia pueden luego convertirse a 

valores de potencial de membrana utilizando la ecuación de Nernst, si al final de cada 

condición experimental se realiza una curva de calibración (no se muestra en la imagen).  

 



Tesis Doctoral  Cap. II. Resultados 

 

Cintia Stival  Página 47 

Cuando se inhibió el anclaje de PKA a AKAPs incubando a los espermatozoides en 

presencia de sHT31 1 µM desde el comienzo de la capacitación, no hubo hiperpolarización 

de la membrana plasmática (Fig. 17A). Este resultado está en concordancia con los 

observados previamente en el presente trabajo, en donde el desanclaje de PKA bloqueó el 

desarrollo de todos los eventos asociados a capacitación estudiados. Por el contrario, 

cuando los espermatozoides primero fueron capacitados y luego enfrentados a sHT31 1 

µM se observó una despolarización progresiva del Em, medida luego de 10, 20 y 30 min 

de interrumpir el anclaje de PKA (Fig. 17B). Tradicionalmente se asocia la despolarización 

del Em en espermatozoides capacitados con la inducción de la RA por progesterona, ya 

que la misma se ve acompañada o disparada por un aumento de Ca2+ intracelular que 

causa la pérdida de la hiperpolarización alcanzada durante la capacitación.  

Como se mencionó anteriormente, se ha propuesto que la hiperpolarización es un 

evento necesario y suficiente para que los espermatozoides puedan sufrir RA al 

enfrentarse a sZP (De La Vega-Beltran et al., 2012). Que sea “suficiente” significa que si a 

un espermatozoide no capacitado se lo hiperpolariza farmacológicamente y luego se lo 

enfrenta al inductor, sufrirá RA. La hiperpolarización farmacológica puede lograrse 

empleando valinomicina que es un ionóforo de K+. Que sea “necesaria” significa que si a 

un espermatozoide en medio capacitante se lo mantiene en condiciones de 

despolarización permanente, el agregado del inductor no provocará la RA. Para mantener 

una condición de despolarización permanente se añade al medio valinomicina y altas 

concentraciones de K+ desde el comienzo de la incubación en medio capacitante. 
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Con el fin de evaluar la necesidad y suficiencia de la hiperpolarización en la RA 

inducida por desanclaje de PKA, se incubaron suspensiones de espermatozoides en 

condiciones de hiperpolarización farmacológica o de despolarización en medio 

Figura 17. Efecto del desanclaje de PKA en distintos momentos de la capacitación 

espermática sobre el potencial de membrana (Em). A) Mediciones de Em de 

espermatozoides incubados durante 60 min en medio no capacitante (NC, barra blanca) 

o capacitante (CAP, barras grises), en presencia o ausencia de sHT31 1 µM (HT) o 

sHT31p 1 µM (HTp). B) Mediciones de Em realizadas luego de 60 min de incubación en 

medio NC (barra blanca) o CAP (barras grises). Donde se indica, sHT31 1 µM fue 

agregado a los 60 min de incubación y el Em se midió 10, 20 ó 30 min luego de la adición. 

En A) y en B) las barras representan el promedio de al menos n = 3 + EE. Los * señalan 

diferencias estadísticamente significativas (p<0.01) entre condiciones. C) Trazos 

representativos de las gráficas de fluorescencia vs. tiempo que se obtienen en estos 

experimentos, para espermatozoides incubados 90 min en medio NC, CAP o CAP con 

agregado de sHT31 1 µM a los 60 min (CAP+sHT31t60’). Cada condición experimental 

tiene asociada una curva de calibración que comienza con el agregado de valinomicina 

(Val) y continúa con la adición sucesiva de cantidades conocidas de K+. Al lado de cada 

trazo, se muestra el valor correspondiente de Em obtenido a partir de la ecuación de 

Nernst.  
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capacitante, durante 60 min. Luego de este tiempo se añadió progesterona al medio y 30 

min más tarde se analizó el porcentaje de RA por tinción con coomassie (Fig. 18). Cuando 

espermatozoides no capacitados fueron tratados con valinomicina y luego enfrentados a 

sHT31, no hubo inducción de RA, sugiriendo que la hiperpolarización por sí sola no es 

suficiente para estimular RA por desanclaje de PKA. Lo observado condice con 

resultados previos donde se vio que el agregado de sHT31 sólo provoca la RA cuando PKA 

está activa (Fig. 15B), lo cual no ocurre en el medio no capacitante (sin HCO3-) de la 

condición analizada. 

 

 

 

 

 

Figura 18. El desanclaje de PKA induce reacción acrosómica por un mecanismo 

independiente de hiperpolarización. Los espermatozoides fueron incubados por 60 

min en medio no capacitante (NC, barras blancas) o capacitante (CAP, barras grises), en 

condiciones de hiperplarización (valinomicina 1 µM –Val-) o de despolarización 

permanente (Valinomicina 1 µM + KCl 70 mM –Val K-). Alternativamente, la estimulación 

de la reacción acrosómica (RA) se realizó añadiendo progesterona 40 µM (Pg) o sHT31 

1 µM (HT) a los 60 min. El estado acrosomal fue evaluado 30 min más tarde. Las barras 

representan el promedio de al menos n = 3 + EE. Los * señalan diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.01) entre condiciones. 

. 
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Para determinar si la hiperpolarización es necesaria en la inducción de RA por 

desanclaje de PKA, se incubaron espermatozoides en medio capacitante pero en 

condiciones de despolarización permanente (valino + K+  70 mM) (Fig. 18). En esta 

situación donde PKA se activa por la presencia de HCO3- en el medio, pero no se permite 

que se logre la hiperpolarización, el agregado de sHT31 fue capaz de inducir RA de manera 

equivalente al control (CAP+sHT31). En suma, esto indica que la inducción de RA por 

desanclaje de PKA es independiente de la hiperpolarización de la membrana 

plasmática, pero sí requiere de la activación de PKA durante la capacitación y de que 

permanezca activa una vez alcanzado el estado capacitado. 

 

 

2.2. La reacción acrosómica inducida por desanclaje de PKA está mediada por 

aumento de Ca2+ intracelular  

En la RA inducida por agonistas fisiológicos, la despolarización de la membrana se 

asocia a un influjo de Ca2+ con la posterior exocitosis del contenido acrosomal. Para 

evaluar si la despolarización inducida por sHT31 (Fig. 17B) estaba asociada a un influjo 

de Ca2+ citoplasmático, se repitió la medición de Em por fluorometría poblacional con 

DISC3(5), pero en presencia del inhibidor de canales de Ca2+, mibefradil (Fig. 19A). El 

experimento se diseñó de manera que los espermatozoides fueron incubados en medio 

capacitante durante 50 min, momento en el cual se agregaron distintas concentraciones 

de mibefradil. A los 60 min se añadió sHT31 1 µM para desanclar a PKA, y 30 min más 

tarde se analizó el Em. Los resultados obtenidos muestran que al bloquear los canales 

de Ca2+ con mibefradil, el desanclaje de PKA no provoca despolarización en las células 

capacitadas. De igual manera, al repetir el diseño experimental pero analizando el estado 

acrosomal por tinción con coomassie, observamos que tanto en presencia de mibefradil, 

como en ausencia de Ca2+ extracelular (por agregado de EGTA), sHT31 no es capaz de 

estimular RA (Fig. 19B). Estos datos señalan la necesidad de este catión en la RA inducida 

por desanclaje de PKA y demuestran que la despolarización observada es consecuencia 

de su influjo al citoplasma de espermatozoides capacitados. 

 



Tesis Doctoral  Cap. II. Resultados 

 

Cintia Stival  Página 51 

 

 
 

Con el fin de corroborar si la inducción de RA por desanclaje de PKA estaba asociada 

a un aumento de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i), realizamos mediciones de Ca2+ citoplasmático 

(Fig. 20). En estos experimentos, espermatozoides incubados en medio capacitante o no 

capacitante, fueron cargados con la sonda fluorescente Fluo3-AM, sensible a Ca2+. Esta 

puede difundir a través de la bicapa lipídica debido al grupo funcional acetoximetil éster 

(AM) y una vez dentro de la célula es retenida por la acción de esterasas citoplasmáticas 

que lo escinden del fluoróforo. Luego, los espermatozoides fueron lavados y adheridos 

sobre cubreobjetos cubiertos con laminina. Este tratamiento permite la retención de las 

gametas vivas, por interacción de la laminina con las cabezas, mientras los flagelos quedan 

libres. 

 

Figura 19. El desanclaje de PKA induce despolarización en espermatozoides 

capacitados como consecuencia del influjo de Ca2+. A) Los espermatozoides fueron 

incubados en condiciones capacitante durante 50 min, seguido de agregado de distintas 

concentraciones del inhibidor de canales de calcio, mibefradil (mib). A los 60 min, los 

espermatozoides fueron enfrentados con sHT31 1 µM (HT) e incubados por 30 min 

adicionales, antes del análisis de Em por fluorometría poblacional con DISC3(5). B) Los 

espermatozoides fueron incubados por 60 min en medio no capacitante (NC, barras 

blancas) o capacitante (CAP, barras grises) antes de ser enfrentados a sHT31 1 µM (HT). 

Alternativamente, a los 50 min, se añadió EGTA 5 mM o mibefradil 5 µM (mib). El estado 

acrosomal (RA) fue evaluado por tinción con coomassie a los 90 min. Las barras 

representan el promedio de al menos n = 3 + EE. Los * señalan diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.01) entre condiciones. 
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Figura 20. El desanclaje de PKA provoca la apertura de canales de Ca2+ sensibles a 

mibefradil.  Espermatozoides no capacitados (NC) o capacitados (CAP) fueron cargados 

con la sonda sensible a Ca2+, Fluo3-AM, adheridos a cubreobjetos pre-tratados con 

laminina y analizados por microscopía de fluorescencia en el tiempo (3 Hz). Donde se 

indica, las células fueron pre-incubadas con mibefradil 5 µM (mib) o sPKI 15 µM, 10 min 

antes de iniciar las mediciones de fluorescencia. En todos los casos se registró la 

fluorescencia inicial constante, luego se añadió sHT31 1 µM a la suspensión de 

espermatozoides para analizar fluctuaciones de [Ca2+]i. Finalmente, se añadió ionmicina 

(iono) 10 µM como control de vitalidad y respuesta del sistema.  
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La figura 20 muestra que el desanclaje de PKA por agregado de sHT31 provoca un 

incremento de Ca2+ intracelular en espermatozoides capacitados, pero no en 

espermatozoides no capacitados. Como era de esperar, este aumento de [Ca2+]i no se vio 

cuando espermatozoides capacitados fueron tratados con el análogo inactivo sHT31p 3 

µM, ni cuando se bloqueó la actividad catalítica de PKA con el inhibidor sPKI, antes del 

agregado de sHT31. Más aún, la magnitud de ingreso de Ca2+ inducida por desanclaje de 

PKA se vio significativamente reducida por el tratamiento con mibefradil 5 µM, 

reforzando la hipótesis de que la entrada del catión ocurre a través de canales de la 

membrana plasmática (ya sea canales de tipo T o CatSper). Como control experimental de 

respuesta, a todas las mediciones se les añadió el ionóforo de Ca2+ ionomicina que debería 

estimular el aumento de fluorescencia independientemente de cuál sea la condición. 

 

2.3. El ingreso de Ca2+ durante la reacción acrosómica inducida por desanclaje de 

PKA ocurre a través del canal CatSper 

En espermatozoides murinos se han hallado indicios de la presencia de distintos 

tipos de canales de Ca2+: canales operados por reservas (SOCs), canales operados por 

voltaje (tipo T), y el canal específico de espermatozoides CatSper (Darszon et al., 2011), 

coincidente con su localización en la pieza principal del flagelo (Chung et al., 2014).  

Nuestros experimentos indican que la inhibición de la interacción PKA-AKAPs en 

espermatozoides capacitados, gatilla un influjo de Ca2+ en las células. Sin embargo, el 

A) Imágenes representativas de experimentos independientes, correspondientes a la 

[Ca2+]i obtenidas antes y después del agregado de sHT31 o sHT31p 1 µM.  La escala de 

colores que se muestra al pie, representa intensidad de señal. B) Trazos representativos 

de los cambios de [Ca2+]i correspondientes a una única célula. Las gráficas muestran 

Fluorescencia vs tiempo (s), en donde el eje de ordenadas representa los cambios de 

fluorescencia calculados como (F-F0)/(Fmax-F0), donde F0 es la fluorescencia inicial, 

Fmax es el valor máximo de fluorescencia obtenido en respuesta a ionomicina, y F es el 

valor de fluorescencia en un dado punto de tiempo. Las flechas indican el momento de 

agregado de sHT31, sHT31p o ionomicina (iono). C) Porcentaje de incremento de [Ca2+]i 

inducido por sHT31 o sHT31p bajo las condiciones indicadas, con respecto al incremento 

provocado por ionomicina (100 %). HT = sHT31 1 µM, HTp = sHT31p 1 µM, mib = 

mibefradil 5 µM, sPKI = sPKI 15 µM. Las barras representan el promedio de al menos n 

= 3 + EE. Los * señalan diferencias estadísticamente significativas (p<0.01) entre 

condiciones. 
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inhibidor mibefradil bloquea tanto a los canales de tipo T como a CatSper (Darszon et al., 

2011). Mientras que CatSper se ubica en el flagelo, los canales tipo T se han encontrado 

expresados en la cabeza (Treviño et al., 2004), de manera que al determinar dónde inicia 

el influjo de Ca2+ con sHT31 se puede tener un indicio de si ocurre a través de un tipo de 

canal o del otro. Para ello llevamos a cabo experimentos de microscopía de célula única 

donde se siguió en tiempo real el ingreso de Ca2+ ocasionado por sHT31 1 µM en 

espermatozoides cargados con Fluo3-AM. Para esto, empleamos cubreobjetos pre-

tratados con concanavalina-A que facilita  la adhesión de todo el espermatozoide (cabeza 

y flagelo) y una cámara con mayor velocidad de adquisición de imágenes (10 Hz, 100 

ms/cuadro), que nos permitiera capturar eventos de cinética rápida. En la figura 21A se 

muestra un trazo representativo del aumento de Ca2+ en las distintas regiones de un 

espermatozoide, acompañado del quimógrafo para dicha célula. Un quimógrafo es una 

gráfica utilizada para analizar procesos dinámicos, en donde se plasma el tiempo en el eje 

x, mientras que el eje y se asocia a una localización espacial. La escala de colores indica la 

intensidad de respuesta. Así, si se comienza avanzando sobre el eje “tiempo” (eje x) se 

verá un cambio de color de negro (intensidad de señal 0) a celeste que comienza en la 

región del eje y que corresponde a pieza principal. Este cambio de color (intensidad de 

señal) se propaga rápidamente a la región de pieza media y cabeza, y luego decrece y 

vuelve a crecer en un comportamiento oscilatorio. En contraste, el agregado de 

ionomicina como control de respuesta del sistema, provocó un aumento de Ca2+ 

simultáneo a lo largo del eje y, es decir, en todas las secciones del espermatozoide. Así, el 

análisis del aumento de señal definiendo distintas regiones dentro de la célula 

espermática, reveló que el ingreso de Ca2+ se evidencia primero en pieza principal, luego 

se propaga hacia pieza media y finalmente a la cabeza (Fig. 21B). 
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Considerando la localización de CatSper en la pieza principal y el hecho de que el 

mibefradil a bajas concentraciones bloquea a este canal, la evidencia experimental avala 

el rol de CatSper en el influjo de Ca2+ promovido por sHT31. El desanclaje de PKA en 

espermatozoides capacitados induce un aumento de Ca2+ intracelular que inicia en la 

pieza principal, sitio donde se localiza el canal CatSper. La onda de calcio se propaga hacia 

la pieza media y alcanza finalmente la cabeza, con un retardo de aproximadamente 5,2 +/- 

0,8 segundos desde el inicio en la pieza principal. De esta manera, se muestra evidencia 

de un evento que comienza en el flagelo y puede inducir un cambio en la región de la 

cabeza, disparando una señal que acabará en RA.  

 

Figura 21. El desanclaje de PKA provoca un aumento de Ca2+ intracelular que inicia 

en la pieza principal. Los espermatozoides fueron incubados en medio capacitante por 

60 min y luego adheridos a cubreobjetos pre-tratados con concanavalina-A. Las 

imágenes de microscopía fueron obtenidas a velocidades de captura de 100 ms/cuadro 

(10 Hz), permitiendo el análisis detallado de las variaciones de Ca2+ en las distintas 

regiones del espermatozoide. A) En el panel superior se muestra los trazos 

correspondientes a la variación de fluorescencia (F-F0) en el tiempo correspondientes a 

3 secciones de una célula espermática: pieza principal (Pieza ppal), pieza media y cabeza. 
Las flechas indican el momento del agregado de sHT31 1 µM y de ionomicina 10 µM. En 

el panel inferior se muestra el quimógrafo asociado a la gráfica de variaciones en la 

[Ca2+]i de una célula representativa. B) Gráfico de barras indicando los tiempos en los 

que aumentó la señal de [Ca2+]i en la pieza principal (Pieza ppal), pieza media y cabeza. 

Las barras representan el promedio de n = 5 + EE. 
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Con el fin de verificar que el influjo de Ca2+ cursa a través de CatSper, realizamos 

mediciones indirectas de apertura de este canal. Para ello, se utiliza el principio de que en 

ausencia de Ca2+ se genera una entrada masiva de Na+ a través de CatSper, que a su vez 

provoca una despolarización del Em. Este efecto se anula en espermatozoides que carecen 

del canal, indicando que el ingreso de sodio ocurre exclusivamente a través del mismo 

(Carlson et al., 2009). Así, utilizando la sonda sensible a Em, DISC3(5), se puede obtener 

una medida indirecta de apertura de CatSper, a partir de la magnitud de despolarización 

causada por sHT31, tras suprimir la disponibilidad de Ca2+ en el medio por agregado de 

EGTA (Torres-Flores et al., 2011). Una mayor despolarización por ingreso de Na+ a la 

célula se visualiza como un aumento de fluorescencia en experimentos poblacionales. La 

magnitud de este incremento dependerá de la cantidad de canales CatSper en estado 

“abierto”. Utilizando esta estrategia, estudiamos si la interrupción de la unión PKA-AKAPs 

provocaba apertura de CatSper en espermatozoides capacitados (Fig. 22). Para ello, se 

capacitaron espermatozoides durante 60 min y luego se los enfrentó a distintas 

concentraciones de sHT31. Se observó un efecto de apertura dependiente de 

concentración, de manera que la despolarización se volvió máxima a 1 µM. Por el 

contrario, cuando espermatozoides no capacitados fueron enfrentados a sHT31 1 µM, no 

hubo despolarización asociada a apertura de CatSper, sumando evidencia a que el 

desanclaje de PKA sólo induce RA y eventos asociados en espermatozoides que 

previamente hayan adquirido el estado capacitado. 
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Figura 22. El desanclaje de PKA provoca despolarización del potencial de 

membrana (Em) asociada a la apertura de CatSper en espermatozoides 

capacitados. Los espermatozoides incubados en medio no capacitante (NC) o 

capacitante (CAP) durante 60 min, fueron cargados con la sonda sensible a potencial de 

membrana, DISC3(5). Los cambios de fluorescencia (AFU) asociados a cambios de Em, 

fueron seguidos en experimentos de fluorometría poblacional, en los que se añadió EGTA 

3.5 mM para quelar cationes divalentes. En estas condiciones, CatSper se vuelve 

permeable al Na+ presente en el medio. Luego del agregado de EGTA, los 

espermatozoides fueron enfrentados a distintas concentraciones de sHT31. Los 

aumentos de AFU (despolarización de Em) observados durante la medición, se asocian a 

mayor apertura del canal. A) Curvas de AFU vs tiempo, representativas de las 3 

condiciones experimentales indicadas. B) Las barras representan la magnitud de 

apertura de CatSper para las condiciones señaladas. Estos valores fueron obtenidos 

como (FsHT31 – FEGTA)/(FEGTA – F0), en donde FsHT31 es la fluorescencia luego del agregado 

de sHT31, FEGTA es la fluorescencia luego del agregado de EGTA, y F0 es la fluorescencia 

al inicio de la medición. Las barras representan el promedio de al menos n = 3 + EE. Los 

* señalan diferencias estadísticamente significativas (p<0.01) entre condiciones. 
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DISCUSIÓN  

El rol de PKA durante la reacción acrosómica ha sido abordado previamente 

utilizando inhibidores que bloquean su actividad catalítica, revelando la importancia de 

esta quinasa en la exocitosis acrosomal inducida por progesterona (Harrison et al. 2000), 

sZP (Bielfeld et al. 1994; Wu & Sampson 2014), y db-AMPc (De Jonge et al., 1991; Kuji et 

al., 2005), tanto en ratón como en humano, aunque podrían seguir caminos de 

señalización distintos. Sin embargo, en el campo de transducción de señales, se está 

comenzando a enfocar la atención no sólo en el encendido/apagado de las moléculas de 

señalización, sino también en los cambios en localización subcelular de las mismas. Para 

abordar este aspecto de la regulación no canónica de PKA, analizamos el rol del anclaje de 

PKA a AKAPs en espermatozoides que ya han adquirido el estado capacitado, utilizando 

el péptido inhibidor de anclaje sHT31. Típicamente, los efectos obtenidos utilizando 

sHT31 emulan a los que se obtienen con inhibidores catalíticos de PKA, es decir, una 

reducción en la respuesta mediada por la quinasa, presuntamente asociada a un 

alejamiento de PKA de sus sustratos naturales y consecuente incapacidad para regularlos 

(revisado por Kennedy & Scott 2015 y Luconi et al. 2011). Sin embargo, ese no fue el caso 

en el presente trabajo, en donde la inhibición de la interacción PKA-AKAPs estimuló la 

reacción acrosómica sólo en espermatozoides capacitados, pero no en las células no 

capacitadas (Fig. 15), indicando que el efecto inductor sólo ocurre bajo condiciones 

fisiológicas específicas de las gametas masculinas. Debido a que otras moléculas de 

señalización poseen dominios R2D2 de unión a AKAPs (ROPN1, ASP, SP17 y CABYR) (Carr 

et al. 2001), no puede descartarse la contribución de las mismas a los efectos observados 

por adición de sHT31. Sin embargo, el hecho de que la RA inducida por sHT31 fue 

impedida por inhibidores específicos de actividad catalítica de PKA (sPKI y KT5720) 

demuestra que esta quinasa juega un rol preponderante en el mecanismo de inducción. 

La RA gatillada por inhibición de la interacción PKA-AKAPs se vio acompañada de 

un aumento del Ca2+ intracelular mediado por CatSper. Los datos que fundamentan la 

participación de este canal son: 1) el influjo de Ca2+ comienza en la pieza principal del 

flagelo donde se localiza CatSper (Fig. 21); excluyendo la posibilidad de que el ingreso 

inicial se deba a canales Cav3.2 o Cav2.3 que se ubican en la cabeza; 2) concentraciones 

de mibefradil que inhiben específicamente a CatSper lograron impedir el aumento de Ca2+ 

y la RA inducidos por desanclaje de PKA (Fig. 19 y 20) y 3) el agregado de sHT31 provocó 
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apertura de CatSper (Fig. 22). Si bien el influjo de Ca2+ comienza en la pieza principal, 

queda aún sin elucidar cuál es el mecanismo de propagación del mensajero hasta la 

cabeza. En este sentido podría tratarse de la difusión misma del catión a lo largo del 

flagelo, aunque parece poco probable debido a la presencia de bombas de extrusión 

(Schuh et al. 2004; Withers et al. 2006) y a la fuerte compartimentalización en la región 

de la pieza media (revisado por Buffone et al., 2012). La alternativa más probable, es una 

activación secuencial de canales de calcio a lo largo de la célula espermática, culminando 

en la liberación de Ca2+ almacenado en el acrosoma (Spungin & Breitbart 1996). La 

detección de receptores de inositol 1,4,5-trifosfato en el acrosoma de varias especies es 

consistente con la función de la vesícula como reservorio de calcio (Walensky & Snyder 

1995). Tanto PKA como CatSper localizan en el flagelo espermático de ratón (Chung et al., 

2014; Moos et al., 1998; Wertheimer et al., 2013), pero la exocitosis acrosomal es un 

evento típicamente asociado a la cabeza. Si bien funciones claves como la RA y la motilidad 

espermática se encuentran estructuralmente compartimentalizadas en la cabeza y cola 

del espermatozoide, respectivamente, nuestros resultados demuestran por primera vez 

cómo eventos que ocurren en el flagelo (des-localización de PKA, apertura de CatSper), se 

comunican con la cabeza para influir sobre la RA. Los datos presentados en el presente 

trabajo se refuerzan con los obtenidos en colaboración con el grupo del Dr. Pablo Visconti 

(University of Massachusetts, Amherst): en espermatozoides de ratones knock-out en 

CatSper no fue posible inducir RA por desanclaje de PKA, probando la conexión entre 

ambos sucesos (Stival et al., 2018).  

En contraste con el típico rol asignado a AKAPs de acercar a PKA a sus sustratos, 

podría pensarse una función opuesta durante ciertos momentos de la capacitación 

espermática, en donde el anclaje a AKAPs mantiene a la quinasa alejada de ciertos 

sustratos, previniendo RA espontánea o prematura. Esto abre la posibilidad de que la 

interacción con AKAPs mantenga confinada a PKA hasta el momento en que se active una 

señalización adecuada en los inicios de la exocitosis acrosomal. En este modelo, el 

agregado de sHT31 forzaría la disociación de PKA de AKAP, alterando el posicionamiento 

subcelular de la quinasa y permitiendo la fosforilación de nuevos sustratos involucrados 

en la RA. Sería interesante analizar los mecanismos por los cuales se daría una regulación 

diferencial de la asociación PKA-AKAPs en el espermatozoide. En este sentido, Breitbart y 

col. informaron que durante la capacitación de espermatozoides bovinos AKAP3 es 

fosforilada y dicha fosforilación actúa como marca para señalar su degradación. De esta 
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manera, se provoca la disociación de PKA y AKAP3 como resultado de la proteólisis de la 

proteína de anclaje y esto, a su vez co-relacionó con un mayor porcentaje de RA (Hillman 

et al., 2013). Otra alternativa de regulación diferencial en el anclaje podría incluir 

modificaciones post-traduccionales que a su vez ocasionen un cambio en la afinidad de 

unión entre las subunidades regulatorias de PKA y AKAPs, o incluso entre las subunidades 

PKAR y las subunidades PKAc que provoquen la liberación activa de estas últimas.
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INTRODUCCIÓN 

El incremento en el patrón de fosfotirosinas (pY) se ha utilizado tradicionalmente 

como marcador molecular de la capacitación desde su descubrimiento en 1995 (Visconti 

et al. 1995). A pesar de que la aparición de un perfil de proteínas fosforiladas en tirosinas 

durante la capacitación está ampliamente documentada, la identificación de la(s) tirosina 

quinasa(s) responsable(s) ha probado ser un desafío. Hace apenas dos años mediante el 

uso de ratones knock-out se identificó inequívocamente a la quinasa no receptora FER 

como la responsable de este evento (Alvau et al., 2016). 

Antes de que la quinasa FER apareciera en escena, el grupo de Baker propuso a la 

tirosina quinasa Src como la responsable de la fosforilación de residuos de tirosinas 

(Baker et al. 2006). Esta interpretación se basó en trabajos con espermatozoides de ratón 

utilizando inhibidores de la familia Src quinasa, donde en presencia de ellos no sólo se 

bloqueaba la aparición de pY, sino también otros eventos asociados a capacitación (Baker 

et al. 2006). Sin embargo, las concentraciones de inhibidores utilizadas en dichos 

experimentos fueron al menos 30 veces más altas (30 µM) que las esperadas (0.1-1 µM) 

para el bloqueo específico de Src in vivo en otros modelos, resultando posiblemente en 

efectos inespecíficos (Blake et al., 2000; Boschelli et al., 2001). Trabajos posteriores con 

ratones knock-out en Src (Src-KO) demostraron que tanto el patrón de sustratos 

fosforilados de PKA (pPKAs) como el de pY ocurren naturalmente en ausencia de la 

quinasa, probando que su participación en estos fenómenos no es necesaria (Krapf et al., 

2012). No obstante, los ratones Src-KO resultaron infértiles (Krapf et al., 2010) y sus 

espermatozoides no lograron fecundar in vitro, sugiriendo una función esencial de Src en 

el proceso global de capacitación. De esta manera, la pregunta que subyace es ¿cuál es el 

rol de Src en la capacitación espermática?  
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Src tirosina quinasa 

Src es una enzima de expresión ubicua en distintos tipos celulares y pertenece a una 

familia de tirosina quinasas no receptoras, conocidas como SFKs (Src Family Kinases), que 

incluye a: Src, Fyn, Yes, Blk, Lyn, Hck, Lck, Frk, Yrk y Fgr (Amata et al. 2014). Todas ellas 

se caracterizan por presentar una alta homología de secuencia y una estructura con cinco 

dominios distintos: N-terminal, SH3, SH2, SH1 y C-terminal. La región N-terminal es 

donde se localiza la mayor divergencia de secuencia entre los miembros de la familia SFK 

y contiene residuos que pueden ser acilados para dirigirlas hacia un anclaje de membrana. 

Los dominios SH3 y SH2 son sitios de interacción proteína-proteína, en donde el primero 

presenta afinidad por regiones ricas en prolinas, y el segundo une tirosinas fosforiladas 

(Boggon & Eck 2004). El sitio catalítico SH1 presenta una estructura similar al de todas 

las quinasas (incluidas Ser/Thr quinasas), formado por un lóbulo C-terminal y otro lóbulo 

N-terminal, con el sitio de anclaje de sustratos en el medio de ambos. El estado de 

activación de Src se regula básicamente a través de dos tirosinas fosforilables: la Tyr527 

inhibitoria y la Tyr416 activadora. Por un lado, cuando la Tyr527 está fosforilada, se 

asocia al dominio SH2 provocando un bloqueo sobre el sitio catalítico de Src 

(conformación “cerrada”) (Fig. 23). La defosforilación de la Tyr527 es un paso necesario 

para que la quinasa pueda salir de la conformación cerrada. Por otro lado, el residuo 

Tyr416 se ubica en el sitio activo (“Loop A”) y cuando se fosforila, provoca un cambio 

conformacional en los lóbulos N y C que permite el acceso al sitio catalítico (Boggon & Eck 

2004). Así, la activación completa de Src requiere de la defosforilación de la Tyr527 y de 

la autofosforilación de la Tyr416 (Fig. 23). La numeración de los residuos se menciona 

tradicionalmente con la correspondiente a la proteína aislada de pollo, pero debido al alto 

grado de homología entre las Src de diferentes especies, estos aminoácidos tienen sus 

correspondencias en humano y ratón. Por ejemplo, la Tyr416, se corresponde a la Tyr424 

en Src de ratón (Xu et al., 1999). 

El rol de Src ha sido ampliamente estudiado en el contexto de enfermedades 

tumorales por décadas, pero su relevancia en la fisiología espermática es más reciente. La 

quinasa no se encuentra presente en espermatozoides murinos aislados a partir del caput 

epididimario, pero sí en espermatozoides de cauda o eyaculados, indicando que la misma 

es adquirida durante el tránsito epididimario (Krapf et al., 2012). Considerando que las 

gametas masculinas morfológicamente maduras no producen proteínas de novo (Ward & 
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Zalensky 1996), Krapf y col. demostraron que Src es incorporada al espermatozoide en 

tránsito por el epidídimo a partir de la fusión con vesículas secretadas por el epitelio de 

este órgano, denominadas epididimosomas (Krapf et al., 2012). Baker y col. establecieron 

que se ubica en el flagelo y que la fosforilación/activación de su Tyr416 depende de la 

activación previa de PKA (Baker et al. 2006).  

 

Debido a la ubicuidad con la que se expresa esta quinasa en la mayoría de las células 

somáticas, los ratones Src-KO tuvieron varios defectos de desarrollo, haciendo difícil el 

análisis aislado sobre la biología reproductiva (Krapf et al., 2012; Soriano et al., 1991). No 

obstante, estos ratones fueron infértiles y sus espermatozoides no mostraron respuesta 

acrosómica frente a progesterona, a pesar de exhibir patrones normales de fosforilación 

(pPKAs y pY) asociados a capacitación (Krapf et al., 2012). El hecho de que los ratones KO 

en Src presenten fallas sistémicas múltiples, propicia el trabajo con inhibidores 

Figura 23. Modelo de activación de Src. A) La conformación cerrada (o inactiva) de Src 

se estabiliza por interacciones intramoleculares entre el dominio quinasa (formado por 

los lóbulos N y C), los dominios SH2/SH3 y el residuo Y527 del extreme C-terminal. En 

esta situación, el loop A adopta una conformación inhibitoria (“loop A en hélice”) que 

interfiere con la unión de sustratos e impide la fosforilación de la Y416. B) La 

defosforilación del residuo Y527 provoca el desplazamiento de los dominios SH2/SH3, 

permitiendo que la quinasa adquiera una conformación “abierta”, alterando la 

estructuración del loop A y exponiendo la Y416. C) La fosforilación del residuo Y416 

inicia una reorganización conformacional del loop A, permitiendo la unión de sustratos 

al sitio activo. 
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farmacológicos que, entre otras ventajas, permiten intervenir en momentos específicos 

de los procesos fisiológicos. Entre los inhibidores más utilizados para el estudio de Src, se 

encuentran SU6656 y SKI606 (también conocido como bosutinib) que afectan al sitio 

catalítico de la familia de quinasas SFKs (Blake et al., 2000; Boschelli et al., 2001). 

Numerosos estudios en espermatozoides de distintas especies demostraron que Src 

se activa durante la capacitación. Esto se ha logrado ya sea siguiendo su nivel de 

fosforilación en Tyr416 por western-blot (Bragado et al. 2012; Krapf et al. 2010; Varano 

et al. 2008; Baker et al. 2006), así como también midiendo su actividad in vitro (Krapf et 

al., 2010). Algunos de estos trabajos determinaron que la inhibición farmacológica de Src 

no afecta la hiperactivación pero sí la capacidad de respuesta acrosómica frente a agonista 

(Bragado et al., 2012; Varano et al., 2008), en concordancia con los datos obtenidos a 

partir del modelo Src-KO. Esto sugiere que, durante la capacitación, Src regula eventos 

asociados a la exocitosis acrosomal. La naturaleza de dichos eventos y la manera en que 

lo hace no han sido estudiados en profundidad. 

 

En este capítulo de tesis estudiamos el rol de la quinasa Src en la vía que conduce a 

la capacidad de respuesta acrosomal durante la capacitación en espermatozoides de 

ratón.   
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RESULTADOS 

3.1. La inhibición de Src no afecta la fosforilación de proteínas asociadas a 

capacitación 

Como se explicó anteriormente, los miembros de la familia SFK de quinasas 

requieren de fosforilación en Tyr416 para alcanzar máxima actividad de manera que 

puede seguirse su estado de activación por western-blot, empleando anticuerpos que 

detecten específicamente este residuo fosforilado (α-pY416). En trabajos previos de 

nuestro grupo se pudieron identificar por western-blot a las enzimas Src y Fyn en 

espermatozoides de ratón, y no a otros miembros de la familia de SFKs. (Stival et al., 

2015). Además, se encontró que de ellas sólo Src sufre fosforilación en el residuo Tyr416 

durante la capacitación, validando así el uso del anticuerpo α-pY416 en la detección 

específica de Src fosforilada (de aquí en más nombrado “α-pSrc Y416”, peso molecular 

predicho de pSrc = 60 kDa). 

Con el fin de determinar la concentración de inhibidores de SFKs necesaria para 

impedir la fosforilación/activación de Src in vivo, se pre-incubaron espermatozoides en 

medio no capacitante (medio H-TYH) con distintas cantidades de SU6656 o SKI606 por 

10 min y luego fueron capacitados (medio H-TYH suplementado con HCO3- 15 mM y BSA 

5 mg/ml) durante 60 min manteniendo la presión de inhibición. Ambos compuestos 

impidieron eficazmente la activación de Src, con un efecto completo a partir de 1 µM para 

SU6656 (Fig. 24A) y SKI606 (Fig. 24B). Sobre las mismas membranas se analizaron los 

patrones de fosforilación de proteínas asociadas a capacitación, resultando que a las 

concentraciones donde Src fue inhibida, no se afectó la aparición de pPKAs ni de pY 

(Fig. 24A y 24B). Este resultado está en concordancia con los estudios realizados en 

ratones Src-KO, donde la ausencia de Src no alteró la fosforilación en tirosinas asociada a 

capacitación (Krapf et al., 2010).  
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3.2. La activación de Src depende de PKA 

Debido a que Src se fosforila durante la capacitación y considerando que el eje 

AMPc/PKA modula una gran variedad de eventos asociados a este proceso, analizamos 

una posible regulación de Src por PKA. Así, cuando se pre-incubó a los espermatozoides 

con inhibidores catalíticos de PKA (H89 30 µM o sPKI 10 µM), no se detectó 

fosforilación/activación de Src luego de 60 min en medio capacitante (Fig. 25A). Por otro 

lado, al inducir la activación directa de PKA por agregado de un análogo permeable de 

AMPc (dibutiril-AMPc) y un inhibidor de fosfodiesterasas (isobutilmetilxantina, IBMX) en 

medio no capacitante, sí se logró la activación de Src (Fig. 25A). La eficiencia de los 

Figura 24. Los inhibidores de SFKs bloquean la fosforilación/activación de Src sin 

afectar los patrones de fosforilación asociados a capacitación. Espermatozoides de 

ratón fueron incubados por 60 min en medio capacitante (CAP) o no capacitante (NC), 

en presencia de concentraciones crecientes del inhibidor SU6656 (A) o del inhibidor 

SKI606 (B). Se analizó la fosforilación de Src en Tyr416 (α-pSrc Y416) por western-blot. 

Las membranas fueron luego tratadas para eliminar el primer revelado y analizadas 

secuencialmente con anti-sustratos fosforilados de PKA (α-pPKAs), anti-fosfotirosinas 

(α-pY) y anti-tubulina (α-tub) como control de carga. 
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tratamientos en el bloqueo o inducción del eje AMPc/PKA, se verificó por ausencia o 

presencia del patrón de sustratos fosforilados de PKA (Fig. 25B) y fosfotirosinas (Fig. 25C) 

analizados por western-blot sobre las mismas membranas.  

 

 
 

Por otro lado, el estudio de la cinética de activación de Src reveló que la 

fosforilación en Tyr416 comienza a detectarse luego de 15 min de incubación en 

medio capacitante, alcanzando un máximo a los 30 min y manteniéndose constante a 

partir de este momento (Fig. 26A). Así, la activación de Src es un evento que ocurre luego 

de la aparición de sustratos de PKA (Fig. 26B), pero antes de la fosforilación en residuos 

de tirosinas (Fig. 26C).  

 

Figura 25. La fosforilación/activación de Src es dependiente de PKA. 

Espermatozoides fueron incubados por 60 min en medio no capacitante (NC) o 

capacitante (CAP) conteniendo H89 30 µM, sPKI 10 µM o dibutiril-AMPc 1 mM + IBMX 

0.1 mM (db-AMPc), según se indica. Cada condición fue procesada y analizada por 

western-blot para la detección de Src activa (α-pSrc Y416, A). Como control, las 

membranas fueron tratadas para eliminar la señal de revelado anterior, y 

secuencialmente analizadas para la detección de sustratos fosforilados de PKA (α-

pPKAs, B) y fosfotirosinas (α-pY, C). 
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Tanto los resultados con farmacología para inhibir o activar PKA, como la cinética de 

fosforilación en Tyr416 durante la capacitación, están en concordancia con una 

activación de Src corriente abajo y dependiente de PKA. Lo observado coincide con 

trabajos de otros grupos que señalan a Src como posible sustrato de PKA (Lawson et al. 

2008; Baker et al. 2006). 

 

 

3.3. La activación de Src es necesaria para adquirir capacidad de respuesta 

acrosomal  

Para evaluar el rol de Src en la vía que conduce a la capacidad de respuesta 

acrosomal, se pre-incubaron espermatozoides con los inhibidores SU6656 o SKI606 

durante 10 min en medio no capacitante, y luego se los sometió a medio capacitante 

durante 60 min, manteniendo la presión de inhibición. Pasado este tiempo, las células 

fueron enfrentadas a progesterona por 30 min adicionales, con el fin de inducir RA. La 

presencia o pérdida de la vesícula acrosomal se determinó por tinción fluorescente del 

acrosoma intacto con PNA-Alexa488. Los resultados mostraron que las mismas 

Figura 26. La activación de Src es un evento de cinética intermedia que ocurre 

luego de la activación de PKA, pero antes de la fosforilación de tirosinas asociado 

a capacitación. Espermatozoides fueron incubados en medio no capacitante (NC) o 

capacitante (CAP) durante distintos períodos de tiempo, según se indica. Cada condición 

fue procesada y analizada por western-blot para la detección de: A) Src activa (α-pSrc 
Y416) y anti-tubulina (α-tub), B) fosfotirosinas (α-pY), y C) sustratos fosforilados de PKA 

(α-pPKAs), de manera secuencial y previa eliminación de la señal del revelado anterior. 
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concentraciones de SU6656 o SKI606 que habían logrado bloquear la activación de Src, 

también impidieron la exocitosis acrosomal inducida por progesterona (Fig. 27). 

Alternativamente, los espermatozoides fueron enfrentados a SU6656 o SKI606 luego de 

transcurridos 60 min en medio capacitante, y antes de la inducción de RA con 

progesterona (Fig. 27). En este caso, la inhibición de Src no logró bloquear la exocitosis 

acrosomal, indicando que la actividad de la quinasa es necesaria durante la 

capacitación para adquirir potencialidad de respuesta acrosomal, pero no durante 

la inducción de la RA per se. 

   

 

 
 

 

 

 

 

Figura 27. La activación de Src durante la capacitación es necesaria para alcanzar 

potencial de respuesta acrosomal. Espermatozoides fueron capacitados durante 60 

min en presencia o ausencia de distintas concentraciones de los inhibidores SU6656 (SU) 

o SKI606 (SKI). Donde se indica, fueron enfrentados a progesterona 20 µM por 30 min 

adicionales. Alternativamente, se agregó SKI606 o SU6656 3 µM al final de la 

capacitación. El estado acrosomal fue evaluado por fluorescencia del acrosoma marcado 

con PNA-Alexa488. Las barras representan el promedio de al menos n = 3 + EE. Los * 

señalan diferencias estadísticamente significativas (p<0.01) entre condiciones. 

.  
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3.4. La inhibición de Src impide la hiperpolarización de la membrana plasmática 

durante la capacitación 

Debido a que la hiperpolarización de la membrana plasmática es un evento que se 

ha asociado con la vía que conduce a la capacidad de RA durante la capacitación ( López-

González et al. 2014; De la Vega-Beltrán et al. 2012; Zeng et. al 1995), quisimos evaluar si 

el efecto de los inhibidores de Src se debió a una interrupción en la hiperpolarización de 

las células. Para analizar esta posibilidad, realizamos ensayos de fluorometría poblacional 

con la sonda DISC3(5), sensible a cambios en el potencial de membrana (Em). Este 

compuesto difunde hacia la membrana plasmática de la célula cuanto más negativo 

(hiperpolarizado) es el Em, resultando en una caída de su fluorescencia. En caso de una 

despolarización del Em, la sonda se difunde al medio externo donde su fluorescencia 

aumenta (Fig. 16, Capítulo II).  

La suplementación del medio capacitante con SKI606 o SU6656, efectivamente 

bloqueó la hiperpolarización a concentraciones donde Src se encontraba inhibida (Fig. 

28A), sugiriendo que el rol de la quinasa sobre la adquisición de capacidad de RA, está 

mediado por su regulación sobre el potencial de membrana. Incubando suspensiones de 

espermatozoides en medio capacitante durante distintos períodos de tiempo, 

determinamos también, que la hiperpolarización comienza a detectarse a partir de los 30 

min y permanece relativamente constante hasta el final de la capacitación. De esta 

manera, las células pasan de un Em de  ∼ -30 a -40  mV en medio no capacitante a un valor 

de ∼ -60 a -90 mV en medio capacitante (Fig. 28B). Estos resultados coinciden con los 

publicados por otros grupos (De la Vega-Beltrán et al. 2012; Santi et al. 2010; Zeng et al. 

1995) y colocan a la hiperpolarización como un evento que cinéticamente ocurre luego 

de la activación de Src, haciendo temporalmente factible que sea regulado por la 

quinasa.  
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Como se mostró en la Fig. 27, la inhibición de Src había impedido que los 

espermatozoides pudieran adquirir capacidad de RA al ser tratados con progesterona. Sin 

embargo, se logró sobrepasar dicho efecto al hiperpolarizar farmacológicamente a las 

células con valinomicina, un ionóforo de K+ (Fig. 29), reforzando la hipótesis de que la 

actividad de Src es necesaria para lograr hiperpolarización y finalmente capacidad 

de respuesta acrosomal durante la capacitación. 

 

 

 

 

Figura 28. La activación de Src es necesaria para alcanzar hiperpolarización de la 

membrana plasmática durante la capacitación. Espermatozoides fueron incubados 

en distintas condiciones y cargados con la sonda DISC3(5). Luego se calculó el potencial 

de membrana (Em) para cada una de ellas, a partir de experimentos de fluorometría 

poblacional. En los paneles izquierdo de A) y B) se muestran trazos representativos de 

fluorescencia vs tiempo para las condiciones señaladas. Cada condición experimental se 

acompaña de su propia curva de calibración que comienza con el agregado de 

valinomicina (val). A) Espermatozoides fueron incubados por 60 min en medio no 

capacitante (NC) o capacitante (CAP) en presencia de las concentraciones indicadas de 

los inhibidores de Src, SU6656 (SU) o SKI606 (SKI). En el panel derecho se muestra el 

Em calculado para cada condición. B) Espermatozoides fueron incubados por distintos 

períodos de tiempo en medio capacitante (CAP) y luego se estimó el Em para cada 

condición (panel derecho). Tanto en A) como en B), las barras representan el promedio 

de al menos n = 3 + EE. Los * señalan diferencias estadísticamente significativas (p<0.01) 

entre condiciones. 
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Con el fin de evaluar si la hiperpolarización de la membrana plasmática 

condicionaba la activación de Src, se trató a espermatozoides en medio no capacitante (sin 

HCO3-) con valinomicina 1 µM durante 40 min, para forzar una hiperpolarización 

farmacológica. En este contexto no se produjo la fosforilación/activación de Src (Fig. 30A). 

Con el objetivo de verificar que la activación de Src ocurre corriente arriba y es 

independiente del estado electrofisiológico de las células, se impidió que 

espermatozoides en medio capacitante lograran hiperpolarizar. Para ello, se fijaron las 

condiciones extracelulares con altas concentraciones de K+ en presencia de valinomicina, 

lo cual permite que el catión difunda libremente y despolarice permanentemente la célula. 

El análisis por western-blot demostró que Src se fosforila normalmente en Tyr416 en 

Figura 29. La hiperpolarización farmacológica logra recuperar la capacidad de 

respuesta acrosomal en células tratadas con inhibidores de Src. Espermatozoides 

fueron incubados en medio no capacitante (NC) o capacitante (cap) por 60 min en 

presencia o ausencia de los inhibidores de Src, SU6656 3 µM (SU) o SKI606 3 µM (SKI). 

Cuando se indica, las células fueron farmacológicamente hiperpolarizadas con 

valinomicina 1 µM (val), a 20 min de iniciada la incubación en medio capacitante. La 

reacción acrosómica fue inducida luego de 60 min de incubación en medio capacitante, 

con progesterona 20 µM (Pg) durante 30 min y posteriormente se evaluó el estado 

acrosomal por tinción inmunofluorescente del acrosoma con PNA-Alexa488. Se 

muestran los controles de % de RA en condiciones NC, cap con y sin progesterona, y NC 

+ Val + Pg. las barras representan el promedio de al menos n = 3 + EE. Los * señalan 

diferencias estadísticamente significativas (p<0.01) entre condiciones. 
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medio capacitante, aun en condiciones de despolarización permanente (Fig. 30B). Estos 

resultados añaden evidencia de que la activación de Src depende de la presencia de BSA 

y/o HCO3- en el medio (que activa al eje AMPc/PKA) y que ocurre antes que la 

hiperpolarización del Em observado durante la capacitación, siendo este paso necesario 

para la posterior inducción de RA con progesterona.  

 

 

 

 
 

Figura 30. La fosforilación/activación de Src se da independientemente del 

potencial de membrana de la célula.  A) Espermatozoides fueron incubados en medio 

no capacitante (NC) o capacitante (CAP) durante 60 min, en presencia o ausencia de 

valinomicina 1 µM (Val), para inducir la hiperpolarización farmacológica de las células. 

B) Espermatozoides fueron incubados en medio no capacitante (NC) o capacitante (C), y 

donde se indica se mantuvo el potencial de membrana permanentemente despolarizado 

agregando valinomicina 1 µM (Val) y distintas concentraciones de potasio (K+). Tanto en 

A) como en B) se prepararon extractos totales de las distintas condiciones y se 

analizaron por western-blot para la detección de proteínas fosforiladas en tirosinas 

(αpY), Src fosforilada en Tyr416 (αpSrc) o Src total (αSrc) a modo de control de carga y 

de presencia de la quinasa. 
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DISCUSIÓN 

Una de las primeras vías de señalización que se disparan durante la capacitación es 

la activación de la adenilato ciclasa sAC por acción del HCO3- presente en el medio, con un 

consecuente aumento en los niveles de AMPc intracelulares, el cual a su vez, activa a PKA 

(Kleinboelting et al. 2014; Hess et al. 2005; Lefievre et al. 2002; Visconti et al. 1995). Este 

aumento de AMPc ocurre inmediatamente y los niveles máximos de activación de PKA se 

observan en 1 min. Se ha demostrado previamente que la activación de PKA es necesaria 

para que ocurran otros eventos de señalización asociados a la capacitación. Entre dichos 

eventos se encuentran la hiperpolarización de la membrana plasmática (Escoffier et al. 

2015; López-González et al. 2014; De la Vega-Beltrán et al. 2012; Zeng et al. 1995) y el 

aumento de proteínas fosforiladas en tirosinas (pY) (Tillo et al. 2017; Chung et al. 2014; 

Kuji et al. 2005; Tash & Bracho 1998; Visconti et al. 1995). Sin embargo, la identificación 

de las moléculas que median la conexión entre PKA y los eventos mencionados ha probado 

ser difícil. Notoriamente, la cinética de activación de PKA (1 min), hiperpolarización (30 

min) y la fosforilación de tirosinas (45 min), sugiere que el rol de PKA en la regulación de 

estos eventos es indirecto. Considerando que PKA es una Ser/Thr quinasa, es predecible 

la existencia de al menos una tirosina quinasa que medie entre la activación de PKA y la 

aparición del patrón de pY. Al momento de la realización de este trabajo, la identidad de 

dicha quinasa aún permanecía indefinida, y unas de las principales candidatas propuestas 

era Src. Esta sugerencia se basó principalmente en el trabajo de Baker y col. en donde 

utilizando los mismos inhibidores de Src empleados en este proyecto (SU6656 y SKI606) 

habían logrado bloquear la aparición del pY. Esta hipótesis fue cuestionada por Krapf y 

col. que demostraron que el ratón knock-out de Src presenta niveles normales de 

fosforilación en tirosinas (Krapf et al., 2010) y que las altas concentraciones de 

inhibidores utilizadas en trabajos previos (Baker et al, 2006) no sólo podían estar 

inhibiendo a otras tirosina quinasas, sino que también bloqueaban la aparición de 

sustratos fosforilados de PKA, indicando que su efecto no era específico (Krapf et al., 

2010). Sumado a esto, recientemente se ha identificado de manera concluyente a la 

quinasa FER como responsable directa de la fosforilación de residuos de tirosinas 

asociado a capacitación (Alvau et al., 2016). 

A pesar de presentar pY normal, los ratones Src-KO son infértiles y sus 

espermatozoides no logran capacitarse, sugiriendo un rol relevante de la quinasa en este 
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proceso. En adición al fenotipo alterado de los espermatozoides maduro, estos ratones 

presentan deficiencias en el desarrollo del cauda epididimario, asociado a un menor 

número y tamaño de células claras, responsables de mantener la acidificación del fluido 

epididimario (Krapf et al., 2012). Por lo tanto, los mecanismos por los cuales la falta de 

Src afecta la función espermática no son claros. Las posibilidades incluyen que: 1) Src 

tenga una función esencial es espermatozoides maduros; 2) la falta de Src y su 

consecuente alteración sobre el fluido epididimario altere la maduración espermática o 

3) una combinación de ambos. Con el objetivo de estudiar el rol de Src directamente en 

espermatozoides maduros, en este trabajo se siguió su activación durante la 

capacitación, utilizando un anticuerpo que detecta la fosforilación de la tirosina 416. Así, 

demostramos que Src se activa aproximadamente tras 15 min de incubación en medio 

capacitante (Fig. 26A) y la fosforilación en Tyr416 es bloqueada a concentraciones de 

SKI606 y SU6656 (1 µM) mucho más bajas que aquellas que se necesitan para bloquear 

pY y pPKAs (Fig. 24). 

Considerando el rol pivotante que juega PKA durante la capacitación, investigamos 

si su actividad era necesaria para la fosforilación/activación de Src, encontrando una 

correlación positiva. En primer lugar, Src no se activó en medio sin HCO3- (no capacitante), 

es decir medio donde no se estimuló la producción de AMPc y por lo tanto PKA está 

inactiva (Fig. 25). En segundo lugar, en medios carentes de HCO3-, pero donde se indujo la 

activación directa de PKA con análogos permeables de AMPc, sí se produjo la activación 

de Src (Fig. 25). Finalmente, la inhibición de PKA en medio capacitante, utilizando H89 o 

sPKI, también bloqueó la activación de Src (Fig. 25). En conjunto, estos resultados 

demuestran que Src es activada corriente abajo de PKA y dependiente de ella, similar 

a lo que ocurre con otros eventos de la capacitación. Si bien en otros sistemas se ha 

identificado que Src es activada directamente por receptores tirosina quinasas o 

receptores asociados a proteína G (Boggon & Eck 2004), no puede descartarse una acción 

directa de PKA sobre Src en el modelo espermático, donde además ambas quinasas se 

localizan en el flagelo de espermatozoide de ratón (Baker et al. 2006). En este sentido se 

ha caracterizado ampliamente la fosforilación de la Ser17 de Src por acción de PKA, 

aunque su relevancia biológica es aún poco clara (Amata et al. 2014). Se ha postulado que 

la fosforilación en dicho sitio podría estar regulando interacciones proteína-proteína o 

tener incidencia en la localización subcelular de Src. Por ejemplo, se ha observado que en 

el tratamiento de fibroblastos con PDGF (factor estimulante de plaquetas) resulta en la 
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translocación de Src desde la membrana al citosol, en asociación con un incremento en la 

fosforilación de Ser17 por PKA (Walker et al. 1993). Sin embargo, el hecho de que exista 

una demora sustancial entre la activación de PKA y la de Src abre la posibilidad de un 

efecto indirecto, por ejemplo, a través de la activación de una pTyr527 fosfatasa que 

permita la salida de Src de su conformación cerrada.  

El rol de Src durante la capacitación parece estar asociado a la vía de respuesta 

acrosomal ya que la inhibición de la quinasa bloqueó completamente la capacidad 

de inducir reacción acrosómica con progesterona en espermatozoides incubados en 

medio capacitante (Fig. 27). Se ha demostrado anteriormente que la potencialidad de 

respuesta acrosómica inducida por sZP requiere de una previa hiperpolarización de la 

membrana plasmática (De la Vega-Beltrán et al. 2012; Santi et al. 2010; Zeng et al. 1995). 

Por lo tanto, investigamos si Src estaba asociada a la regulación del potencial de 

membrana. En este sentido, observamos que la cinética de activación de Src y la cinética 

de hiperpolarización son similares, ocurriendo entre 15-30 min desde la incubación en 

medio capacitante. Luego, determinamos que a concentraciones de SKI656 y SU6606 

donde Src se veía bloqueada, también se impidió que los espermatozoides 

alcanzaran un estado hiperpolarizado. Sin embargo, la inhibición de la reacción 

acrosómica por bloqueo de Src pudo sobrepasarse cuando se indujo hiperpolarización 

farmacológica de las células con valinomicina (Fig. 29).  

Las investigaciones recientes sugieren que la hiperpolarización asociada a 

capacitación en ratón, está regulada exclusivamente por el canal de K+ Slo3. Esto se apoya 

en el hecho de que los ratones knock-out en Slo3 son infértiles, sus espermatozoides no 

sufren hiperpolarización y presentan deficiencias en la capacidad de reacción acrosómica 

(Santi et al., 2010). Por este motivo, consideramos que la acción de Src sobre el potencial 

de membrana podría cursar a través de Slo3. En colaboración con el grupo de la Dra. Celia 

Santi (Washington University, St. Louis), se hicieron registros de corrientes en ovocitos 

de Xenopus con expresión heteróloga de Slo3 por la técnica de patch-clamp en célula 

completa. En estos experimentos se determinó que los inhibidores de Src bloquearon 

las corrientes de K+ a través de Slo3, reforzando la hipótesis de regulación de la quinasa 

sobre el canal (Stival et al., 2015). El homólogo más cercano a Slo3 es el canal Slo1, que en 

otros tipos celulares está regulado en forma directa por Src, a través de la fosforilación en 

el residuo de Tyr762 localizado en una región altamente conservada del extremo C-



Tesis Doctoral  Cap. III. Discusión 

 

Cintia Stival  Página 78 

terminal (Ling et al., 2000). Así, la inhibición de las corrientes de Slo3 por SU6656 y 

SKI606 observada es consistente con el efecto in vivo de bloqueo de la hiperpolarización, 

pero la posibilidad de una regulación de Src sobre este canal aún requiere de mayor 

investigación. Se ha propuesto que la hiperpolarización de las células espermáticas podría 

tener la función de sensibilizar canales de calcio (revisado por Ritagliati et al., 2018; Julio 

César Chávez et al., 2014; Linares-Hernández et al., 1998) que luego serían activados 

durante la reacción acrosómica. De esta forma, Src participaría en la vía que conduce a la 

capacidad de respuesta acrosomal activando al canal Slo3 con la consecuente 

hiperpolarización de la membrana plasmática, que finalmente acabaría en la 

sensibilización de canales de Ca2+ involucrados en la RA. 
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Durante años se ha aceptado que las moléculas involucradas en la señalización a 

través de AMPc (principalmente, fosforidesterasas y adenilato ciclasas), así como sus 

efectores y dianas, se encuentran adecuadamente compartimentalizadas en el 

espermatozoide (Wertheimer et al., 2013; revisado por Buffone et al., 2012; Zippin et al., 

2003). Este confinamiento contribuye en asegurar una regulación precisa de diferentes 

procesos asociados a la capacitación. Aunque algunos efectos biológicos ocurren en la 

cabeza (por ejemplo, la reacción acrosómica), otros tienen lugar en el flagelo (por ejemplo, 

la hiperactivación). En espermatozoides, PKA es el principal efector del AMPc producido 

por la adenilato ciclasa sAC durante la capacitación (Wertheimer et al., 2013). Su 

activación es necesaria para que se activen las cascadas de señalización que permiten al 

espermatozoide adquirir potencialidad de respuesta acrosómica. Sin embargo, la 

actividad de PKA puede detectarse en menos de 1 min de incubación en medio 

capacitante, mientras que la capacidad de RA no se alcanza sino hasta 60 min de 

incubación en dicho medio, evidenciando la existencia de eventos intermedios entre 

ambos procesos (revisado por La Spina et al., 2017 y Buffone et al., 2012). En este sentido, 

demostramos que la activación de la tirosina quinasa Src es requerida para que las 

células puedan hiperpolarizarse y adquirir un estado de latencia para llevar a cabo 

la exocitosis acrosomal inducida por progesterona. Ambos fenómenos son 

dependientes de PKA y presentan cinéticas intermedias entre la activación de la quinasa 

y la capacidad de RA, reforzando el hecho de que son parte de esta vía de señalización. La 

conexión entre Src e hiperpolarización parece estar mediada por la activación del canal 

de K+ Slo3, según se ha demostrado en experimentos de expresión heteróloga (Stival et 

al., 2015). Sin embargo, este punto requiere de mayor estudio para probar una interacción 

directa en células espermáticas.  

Tanto la fosforilación de Src en Tyr416 como la hiperpolarización del potencial de 

membrana, son eventos que ocurren durante la capacitación y, como muchos otros 

dependen de que PKA se encuentre activa. Menos estudiado ha sido la importancia del 

posicionamiento subcelular de PKA. Sin embargo, en el campo de transducción de señales 

ha empezado a cambiar el paradigma entendiendo que es fundamental estudiar las 

cascadas con una mirada comprehensiva de la localización relativa de los componentes 

(Teruel & Meyer, 2000). Por este motivo, actualmente los mecanismos de transducción de 

señales ya no se consideran sistemas estáticos de interacciones eznimas-sustratos, sino 

que requieren una visión más global que considere modificaciones reversibles y reguladas 
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de la localización de sus componentes. En el caso de espermatozoides donde sólo se 

encuentra una variedad no miristoilable de PKAc (PKAcs) (Nolan et al., 2004), parece que 

el anclaje de la quinasa viene dado exclusivamente por la interacción de las subunidades 

PKAR con las proteínas AKAPs.  En este trabajo de tesis validamos en nuestro propio 

modelo de estudio el uso del péptido sHT31 para el estudio del anclaje de PKA. 

Demostramos que cuando se interrumpe la interacción PKA-AKAPs antes de iniciar la 

capacitación se impide la actividad normal de PKA in vivo, y dicho efecto no puede 

sobrepasarse con el agregado de análogos difusibles de AMPc que la activan directamente. 

El desanclaje de PKA impidió que los espermatozoides adquirieran el estado 

capacitado, lo cual se evidenció en el bloqueo de todos los eventos estudiados asociados 

a capacitación: inhibición de patrones de fosforilación típicos (pPKAs y pY), incapacidad 

para adquirir un batido flagelar hiperactivado, inhibición de la hiperpolarización de 

membrana y, por lo tanto, impedimento para alcanzar potencial de reacción acrosómica. 

Debido a que se probó que sHT31 no interfiere con la actividad catalítica de PKA in vitro 

y que el bloqueo de pPKAs y pY no se pudo recuperar estimulando directamente a la 

quinasa con análogos permeables de AMPc, se asoció este efecto al alejamiento de PKA 

de sus sustratos iniciales. Estos resultados indican que PKA debe tener una localización 

subcelular adecuada, posiblemente dependiente de AKAP4, para dar inicio a los eventos 

de señalización que conducen a la capacitación. 

Sorpresivamente, la disrupción del anclaje de PKA gatilló la reacción 

acrosómica sólo en espermatozoides previamente capacitados. Por el contrario, el 

desanclaje de PKA no indujo RA en espermatozoides no capacitados, indicando que la 

interrupción de la interacción PKA-AKAPs sólo puede provocar exocitosis acrosomal en 

células que han adquirido capacidad fecundante, asociando este fenómeno a un estado 

fisiológico específico de las gametas. Una de las explicaciones posibles es que el 

ensamblaje de la maquinaria de fusión se encontraría preparada en espermatozoides 

capacitados pero no en los no capacitados. Si bien no se descarta que el agregado de 

sHT31 pueda alterar el posicionamiento de otras moléculas de señalización asociadas a 

los complejos AKAPs, el efecto de inducción de RA está mediado por PKA ya que este no 

se reproduce si la actividad de PKA se bloquea previamente con inhibidores catalíticos 

(sPKI y Rp-cAMPS). Por otra parte, la inducción de RA no pudo emularse simplemente 

bloqueando la actividad de PKA, es decir que no es su falta de acción catalítica o el 

alejamiento de un(os) sustrato(s) lo que gatilla la RA. Esto sugiere un modelo en el que la 
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deslocalización de la quinasa activa, la acerca a nuevos sustratos permitiendo su acción 

sobre los mismos y finalmente conduciendo a la exocitosis acrosomal.  

La inducción de la RA por desanclaje de PKA lleva asociada un influjo de Ca2+ 

extracelular que comienza en la pieza principal y desde allí se propaga a la cabeza, sitio 

donde se encuentra la vesícula acrosomal. Nuestros datos sostienen el rol del canal 

CatSper en este evento y que la apertura de CatSper es promovida por desanclaje de 

PKA activa. No se puede descartar la posibilidad de que haya otros canales de Ca2+ 

involucrados en la propagación de la señal desde la pieza principal a la cabeza, como por 

ejemplo el canal Cav2.3 que se ha sugerido que desempeña un rol en la RA (Darszon et al., 

2011), pero sí se demuestra de forma concluyente que el inicio del mismo ocurre a través 

de CatSper.  

Esto representa un modelo en donde sHT31 fuerza el acercamiento de PKA a 

nuevos sustratos que sólo se encuentran accesibles en espermatozoides 

capacitados y que de forma directa o indirecta acaban por activar al canal CatSper, 

estimulando un ingreso de Ca2+ al citoplasma que concluye en la fusión de la vesícula 

acrosomal con la membrana plasmática. En este sentido el trabajo de Darszon, publicado 

posteriormente a los resultados obtenidos en esta tesis, demuestra que existe una 

regulación directa de PKA sobre CatSper, reforzando la evidencia aportada por nuestro 

trabajo (Orta et al., 2018). 

Es posible pensar que la regulación diferencial del anclaje de PKA durante distintos 

estadíos de la fisiología espermática, pueda ser un mecanismo novedoso de regulación de 

la reacción acrosómica in vivo. Así, los espermatozoides expuestos a señales hormonales 

(como progesterona) o señales parácrinas (como prostaglandinas presentes en los fluidos 

vaginales), podrían modular la re-localización de PKA. En este sentido, Harrison lideró 

uno de los primeros trabajos en donde se analizaba el rol del anclaje de PKA en la 

inducción de RA en espermatozoides humanos, en el cual las células capacitadas in vitro 

fueron luego enfrentados a distintas concentraciones del inhibidor de anclaje sHT31. Lo 

que obtuvieron fue una mayor inducción de RA por progesterona 4 µM cuando PKA estaba 

activa y desanclada (Harrison et al., 2000), sugiriendo que la deslocalización de PKA 

sensibiliza al espermatozoides para sufrir RA frente a progesterona. 



Tesis Doctoral  Conclusiones 

 

Cintia Stival  Página 83 

Este trabajo evidenció que los cambios en el posicionamiento de una dada molécula 

de señalización pueden tener efectos muy diversos y es un punto clave de regulación en 

el caso de PKA. Así, en un estado “pre-capacitado” la quinasa estaría conferida a un 

microdominio subcelular donde pueda regular un subconjunto de sustratos, de manera 

que al alejarla de ellos se inhibe la capacitación. Sin embargo, es posible pensar que una 

vez adquirido el estado capacitado un cambio regulado en su posicionamiento podría 

disparar la RA acercándola a nuevos sustratos. Una relocalización dinámica se 

constituye entonces como un nuevo punto de control para dar especificidad 

espacio-temporal a una quinasa tan promiscua. Sumado a la compartimentalización 

de vías de transducción de señales, también queda en evidencia la existencia de 

mecanismos que coordinan eventos lejanos en la célula. De esta manera, un cambio 

sensado en el flagelo (en este caso, una interrupción del anclaje de PKA y consecuente 

entrada de Ca2+ por CatSper), resulta en la fusión del acrosoma en la cabeza. 

Los resultados presentados en esta tesis contribuyen a lograr un mejor 

entendimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la adquisición de 

capacidad fecundante de espermatozoides de mamíferos y abre nuevas posibilidades de 

estudio sobre la regulación del proceso de reacción acrosómica.  
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Reactivos 

Los reactivos fueron obtenidos de las siguientes fuentes: Albúmina sérica bovina 

(BSA libre de ácidos grasos), isobutilmetilxantina (IBMX) y 2'-O-dibutiril adenosín 

monofosfato-3',5' cíclico (db-AMPc) fueron comprados a Sigma (St. Louis, MO). Fluo3-AM, 

DISC3(5) y PNA-Alexa488 se compraron en Molecular Probes. Todos los demás reactivos 

generales se compraron en Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI). A continuación se detalla 

la procedencia de los siguientes grupos de reactivos: 

Anticuerpos: α-PKAc (clon 5B) y α-AKAP4 (clon 25/AKAP82) fueron comprados en 

BD Biosciences. α-pY (anticuerpo que reconoce tirosinas fosforiladas, clon 4G10) se 

obtuvo de Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). α-pPKAs (anticuerpo contra sustratos 

fosforilados de PKA, clon 100G7E), α-Src (clon 32G6), α-pSrcY416 (clon D49G4), α-IgG 

conejo conjugado a peroxidasa de rabanito –HRP- (#7074)  y α-IgG ratón conjugado a HRP 

(#7076) fueron adquiridos de Cell Signaling Technology (Danvers, MA).  α-PKARII 

(#38949) y α-AKAP3 (clon EPR11261) se compraron en ABCAM. α-Tubulina (clon E7) de 

Developmental Studies Hybridoma Bank, desarrollado por NICHD/National Institutes of 

Health y mantenido por University of Iowa Department of Biological Sciences, (Iowa City, 

IA). α-cadena liviana de inmunoglobulina (Ig) de conejo conjugado a HRP, α-cadena 

liviana de inmunoglobulina de ratón conjugado a HRP (#115035174) se compraron en 

Jackson Immuno Research Laboratories (West Grove, PA). 

Inhibidores: sHT31 y sHT31p se adquirieron en Promega. sPKI 14-22 se obtuvo de 

Tocris. H89, KT5720 y SKI606 (bosutinib) fueron comprados en Cayman Chemicals (Ann 

Arbor, MI), mientras que SU6656 se obtuvo de Calbiochem. 

 

Preparación de espermatozoides murinos 

Las células espermáticas se obtuvieron a partir del cauda epididimario de ratones 

machos adultos (8-13 semanas de edad), cepa C57BL/6. Para ello, los adultos fueron 

sacrificados bajo la supervisión del CICUAL de la Facultad de Ciencias Bioquímicas y 

Farmacéuticas de Rosario (UNR) (Protocolos aprobados N° 7298/532) y luego operados 

para extirpar los caudas. Cada cauda epipidimario fue tajeado para permitir la salida de 

los espermatozoides y colocado en 500-700 µL de solución modificada de Krebs-Ringer 
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(“H-TYH”) conteniendo NaCl 119.3 mM, KCl 4.7 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, 

glucosa 5.6 mM, piruvato de sodio 0.5 mM, CaCl2 1.7 mM y HEPES 20 mM (pH 7.4). El 

medio H-TYH con los componentes descriptos corresponde al llamado “medio no 

capacitante” (NC). Luego de 15-20 min en medio NC a 37 °C, se ajustó la concentración de 

células a 1-2 x 107 espermatozoides/ml, agregando medio NC. Para lograr la capacitación, 

se incubó a los espermatozoides en medio H-TYH suplementado con BSA 5 mg/ml y 

NaHCO3 15 mM (medio CAP). Los espermatozoides de ratón son incubados 60 min a 37 

°C en este medio para considerar que han adquirido estado capacitado.  

Con el fin de evaluar el efecto de distintos inhibidores sobre la capacitación, las 

células fueron pre-incubadas con los respectivos reactivos en medio no capacitante por 

10 min, antes de iniciar la incubación en medio capacitante, manteniendo la 

concentración del inhibidor. Cuando el experimento requirió la incubación con otros 

compuestos (IBMX, db-AMPc) estos fueron agregados al momento y concentraciones 

indicadas. 

Las incubaciones de células en todos los experimentos se hicieron a 37 °C. 

 

Electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) e 

inmunotransferencia (western-blot)  

De cada condición a analizar por wester-blot se hizo un extracto de proteínas totales. 

Para ello, los espermatozoides se lavaron dos veces por centrifugación (700 g, 5 min) en 

0.7 ml de TBS (NaCl 150 mM, Tris 20 mM pH 7.4), y luego se colectaron por centrifugación 

(10 000 g, 3 min). Los pellets fueron resuspendidos en solución Laemmli de siembra (Tris-

HCl 62.5 mM pH 6.8, SDS 2 %, glicerol 10 %, Azul de Bromofenol 0.001 %) sin β-

mercaptoetanol (Laemmli, 1970), vortexeados por 5 s y hervidos por 5 min. Estas 

muestras se centrifugaron (13 000 g, 3 min) con el objetivo de precipitar y eliminar los 

núcleos, y a los sobrenadantes se les añadió β-mercaptoetanol 5 % y se los hirvió por 3 

min. Cada extracto de proteína equivalente a 1-2 x 106 espermatozoides se sembró en una 

calle, se separó por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida 10-12 % de acuerdo con el 

método de (Laemmli, 1970) y se transfirió a membranas de PVDF (Bio-Rad) a 250 mA por 

1.5 h y 0 °C, en solución de transferencia (Tris-HCl 3.0 g pH 8.3, glicina 14.4 g y metanol 

20 % en 1 L de volumen final). Las membranas se bloquearon con BSA 3 % (Sigma) en T-
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TBS (buffer TBS con agregado de Tween-20 0.1 %), durante 1 h a temperatura ambiente. 

Luego del bloqueo y de 3 lavados en T-TBS de 5 min cada uno, se incubó a las membranas 

con la dilución del anticuerpo primario correspondiente durante 12 h, 4 °C. Luego de tres 

lavados con T-TBS de 5 min cada uno, se incubó a las membranas con la dilución de 

anticuerpo secundario correspondiente (α-IgG conejo o α-IgG ratón, ambos conjugados a 

la peroxidasa de rabanito –HRP-) durante 1.5-2 h a temperatura ambiente.  

Los anticuerpos primarios fueron diluidos en solución BSA 1 % en T-TBS, de la 

siguiente manera: α-pY 1/10 000, α-pPKAs 1/3 000, α-PKARII 1/3 000, α-AKAP4 1/3 000, 

α-AKAP3 1/3 000, α-Src 1/2 000, α-pSrcY416 1/2 000. Los anticuerpos secundarios 

fueron diluidos 1/15 000 en leche 1 % en T-TBS.  

Las bandas reactivas se visualizaron utilizando el kit de detección de 

quimioluminiscencia ECL (Amersham Biosciences, GE Healthcare), según indicaciones del 

proveedor y se expusieron frente a películas fotográficas CL-XPosure (Pierce) para su 

detección. Cuando fue necesario, las membranas de PVDF fueron sometidas a un proceso 

para eliminar la señal revelada (“stripping”) antes de realizar una nueva 

inmunodetección. Para ello, se las incubó a 60 °C en solución SDS 2 %, β-mercaptoetanol 

0.74 % y Tris 62.5 mM (pH 6.5) durante 15 min. Luego, las membranas fueron lavadas 10 

veces con agua destilada por 30 s y 2 veces más con T-TBS por 10 min cada lavado, a 

temperatura ambiente.  

En todos los experimentos la masa molecular se expresó en kilodaltons (kDa). Se 

utilizó el software ImageJ 1.48k (NIH, EE.UU.) para el análisis de las imágenes de western-

blot siguiendo las especificaciones de la Guía del usuario ImageJ, IJ 1.46r (T. Ferreira, 

2012). 

 

Ensayo de fosforilación de sustratos de PKA en sistema libre de 

células  

Las células espermáticas (5 x 106 espermatozoides en 60 µL de volumen final) 

fueron incubados en presencia de distintos inhibidores (sHT31 3 µM o sPKI 15 µM) por 

30 min a 37 °C en medio NC suplementado con: Tritón X-100 1 %, ATP 40 µM, dibutiril-

AMPc 1 mM, IBMX 0.1 mM, mezcla de inhibidores de proteasas de Sigma, orto-vanadato 
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de sodio 100 µM, p-nitrofenil fosfato (NPP) 5 mM, β-glcierolfosfato 40 mM y MgCl2 10 mM. 

La presencia de Tritón X-100 induce la lisis celular, permitiendo la liberación al medio de 

los componentes citoplasmáticos (incluidos PKA y sus sustratos) y convirtiendo a la 

reacción en un ensayo “libre de células”. Las muestras fueron luego sujetas a SDS-PAGE y 

western-blot, seguido de inmunodetección de sustratos fosforilados de PKA (α-pPKAs, 

clon 100G7E), como se describió más arriba.  

 

Ensayo radiactivo de actividad de PKA in vitro  

Espermatozoides en medio NC fueron centrifugados (10 000 g, 3 min) y 

resuspendidos en solución conteniendo Tris-HCl 25 mM (pH 7.4), NaCl 150 mM, mezcla 

de inhibidores de proteasas (Roche Applied Science) y Tritón X-100 1 %. Las 

suspensiones fueron incubadas en hielo por 30 min y luego centrifugadas (10 000 g, 10 

min, 4 °C). El pellet (fracción insoluble en Tritón X-100) fue resuspendido en 330 µL de la 

misma solución. Estas fracciones insolubles en Tritón X-100 se emplearon como fuente 

de PKA espermática (Moos et al., 1998) y la actividad catalítica de las mismas fue medida 

como la cantidad de marca radiactivaiva de fosfato (γ-32P) incorporado al sustrato 

sintético “Kémptido” (Sigma). Para ello los tubos de reacción se prepararon con un tercio 

de extracto de PKA espermática en buffer quinasa (Hepes 25 mM pH 7.3, ATP 40 µM, ATP-

P32 1 uCi/ensayo, MgCl2 10 mM, mezcla de inhibidores de proteasas libre de EDTA 

(Sigma), orto-vanadato de sodio 100 µM, NPP 5 mM, β-glcierolfosfato 40 mM, kémptido 

100 µM, BSA 1 mg/ml, AMPc 1 mM e IBMX 0.1 mM).  Donde se indica, la mezcla de reacción 

fue suplementada con inhibidores de PKA como se señala en “Resultados” del Capítulo I y 

se mantuvo la concentración constante de DMSO <5 % en todas las condiciones 

experimentales analizadas. Los tubos de reacción fueron incubados a 37 °C durante 30 

min para permitir que la quinasa catalice la fosforilación del sustrato kémptido. Pasado 

este tiempo, la reacción se detuvo con agregado de ácido tricloro acético 25 % por 20 min 

en hielo. Se centrifugó a 10 000 g por 3 min y 20 µL del sobrenadante se sembró en papel 

P81 de manera de que el kémptido quede adsorbido sobre el mismo. Los papeles fueron 

lavados 6 veces en 1 L de ácido orto-fosfórico 5 mM por 5 min, se dejaron secar y 

finalmente se cuantificó la marca radiactivaiva con contador de centelleo.  
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En paralelo se procesó un control de fosforilación espontánea del kémptido (sin 

PKA), así como un control de marca radiactivaiva basal presente en el buffer de reacción, 

que fueron considerados para corregir los cálculos de actividad quinasa. 

 

Co-inmunoprecipitación de PKARII, AKAP3 y AKAP4. 

Espermatozoides fueron incubados en medio capacitante durante 60 min. Cuando 

se indica, se añadió sHT31 3 µM y se incubó por 30 min adicionales a todas las condiciones. 

Las muestras fueron centrifugadas (1700 g, 1 mi) y los pellets resuspendidos en solución 

RIPA (Tris-HCl 10 mM pH 7.2, NaCl 50 mM, SDS 0.1 %, Triton X-100 1 %, EDTA 1 mM, 

fluoruro de sodio 20 mM, β-glcierolfosfato 40 mM y mezcla de inhibidores de proteasas 

comercial de Sigma), incubados en hielo por 30 min, vortexeados (3 x 30 s) y 

centrifugados (2500 g, 5 min, 4 °C). Los sobrenadantes conteniendo 1 x 108 células en un 

volumen final de 500 µL fueron incubados con 3 µg de anticuerpo α-PKARII por 2 h a 

temperatura ambiente y agitación constante. Luego de la adición de 30 µL de proteína G-

Sefarosa (GE Healthcare), cada condición fue incubada por 1 h más a temperatura 

ambiente y agitación constante. El inmunocomplejo (es decir, el anticuerpo α-PKARII, 

PKARII y proteínas interactuando con PKARII) fue recuperado por centrifugación, lavado 

4 veces en solución RIPA y finalmente procesado para SDS-PAGE y western-blot. 

Debido a que las cadenas pesadas de los anticuerpos utilizados en la 

inmunoprecipitación tienen un peso molecular (50 kDa) que podría interferir con la 

detección de las proteínas de interés, se evitó la detección de señales inmunoreactivas 

correspondientes a las cadenas pesadas utilizando anticuerpos secundarios contra las 

cadenas livianas de las Ig de conejo y ratón (25 kDa) conjugados a HRP.  

 

Ensayos de motilidad espermática mediante Computer-Assisted 

Semen Analysis (CASA) 

Alícuotas de 5 µL de suspensiones de espermatozoides fueron cargadas sobre una 

cámara de 20 µm de profundidad (Leja Slide, Spectrum Technologies) y ubicada sobre una 

platina de microscopio termostatizada a 37 °C. El movimiento de los espermatozoides fue 

analizado utilizando el programa computer-assisted semen analysis (CASA) (Microptic, 
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SCA evolution). Los parámetros empleados fueron: adquisición de 30 cuadros, velocidad 

de captura de 60 Hz, tamaño mínimo de célula de 4 pixeles, valor de corte de velocidad 

promedio de desplazamiento 5 mm/s, tamaño estático de la cabeza de 0.2 - 2.99 pixeles, 

intensidad de la cabeza estática de 0.26 - 1.31 pixeles, y elongación de la cabeza estática 

menor a 100 pixeles. En cada experimento se analizaron al menos 20 campos 

microscópicos correspondientes a un mínimo de 200 células. Los espermatozoides fueron 

clasificados como hiperactivados si reunían las siguientes condiciones: velocidad 

curvilínea (VCL ≥ 271 μm/s), linealidad (LIN < 50 %), y amplitud del desplazamiento 

lateral de la cabeza (ALH ≥ 3.5 μm).  

 

Tinción acrosomal fluorescente y tinción con coomassie 

Luego de los tratamientos indicados, los espermatozoides fueron colectados por 

centrifugación (600 g, 5 min), lavados con Buffer Fosfato Salino (“PBS”: NaCl 137 mM, 

fosfato 10 mM, KCl 2.7 mM, pH 7.4) y luego de una nueva centrifugación (500 g, 5 min) 

fueron resuspendidos en un volumen adecuado de PBS para ajustar la concentración a 1-

2 x 105 espermatozoides/ml. Se sembraron 20 µL de esta suspensión en pocillos de 

silicona sobre portaobjetos de vidrios, y se dejaron secar al aire durante 20 min. Las 

células fueron fijadas con formaldehído 3.7 % diluido en PBS por 15 min a temperatura 

ambiente. Se hicieron 3 lavados con T-PBS (PBS + Tween-20 0.1 %) y luego se 

permeabilizaron las células con Tritón X-100 0.5 % por 5 min. Nuevamente se realizaron 

3 lavados con T-PBS y se incubaron con aglutinina de maní conjugada a Alexa Fluor-488 

(PNA-Alexa488, dilución 1/500 en solución BSA 1 %-PBS) (Molecular Probes, Oregon) 

durante 12 h a 4 °C.  

En este paso se marcarán los acrosomas intactos, por unión de las glicoproteínas 

acrosomales a la aglutinina (lectina), conjugada al fluoróforo (Lybaert et al., 2009). 

Finalmente, se lavó 5 veces con T-PBS antes del montaje con el reactivo Slow-Fade Light 

(Molecular Probes, Oregon). El recuento de células no reaccionadas (es decir, con 

acrosoma intacto que se visualiza como una medialuna fluorescente continua en la región 

acrosomal) o reaccionadas (es decir, sin tinción fluorescente en el acrosoma), se realizó 

por microscopía de epifluorescencia utilizando un microscopio BH2 Olympus. En paralelo 
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se obtuvieron imágenes de contraste de interferencia diferencial como control de la 

morfología espermática.  

En los experimentos donde la tinción acrosomal se realizó con coomassie, se 

reemplazó el paso de agregado de PNA-Alexa488 por agregado de coomassie-G250 0.22 

% disuelto en 50 % metanol/10 % ácido acético. Se dejó incubando 10 min a temperatura 

ambiente, se enjuagó el portabojetos con abundante agua destilada y se dejó secar antes 

de montar con glicerol 50 % en PBS. En estos casos, el conteo de células se realizó con 

microscopio óptico Olympus CH30. Este protocolo deriva del desarrollado por (Larson & 

Miller, 1999). En todos los casos se contaron al menos 150 células por condición. 

 

Recolección de ovocitos y ensayos de fecundación in vitro  

A ratones hembras CD1 de entre 6-8 semanas (Charles River Laboratories)  se les 

realizó una inyección intraperitoneal de gonadotrofina coriónica humana (Sigma) para 

estimular la super-ovulación. Luego de 13 h, se colectaron ovocitos arrestados en 

metafase II. Las células del cumulus fueron removidas por incubación 5 min en medio H-

TYH conteniendo NaHCO3 7 mM, BSA 5 mg/ml y se las dejó recuperar por 30 min en una 

incubadora con CO2 5 %a 37 °C. Espermatozoides de ratones machos CD1 fueron 

capacitados en medio conteniendo diferentes concentraciones de sHT31, durante 60 min 

y concentrados por centrifugación (600 g, 3 min). Gotas de fecundación de 200 µL cada 

una, conteniendo 10-20 ovocitos fueron inseminadas con los espermatozoides tratados 

(2.5 x 106 espermatozoides/ml), en presencia de sHT31 0.1 µM (que no afectó la 

fecundación). Luego de 4 h de inseminación, los ovocitos fueron lavados por pasajes 

consecutivos en 3 gotas de medio H-TYH suplementado con NaHCO3 22 mM y BSA 15 

mg/ml, utilizando una pipeta de calibre fino para separar cualquier espermatozoide que 

haya permanecido unido a los ovocitos. Se incubaron los ovocitos por 3 h más en el medio 

mencionado y luego fueron fijados 15 min en paraformaldehído/PBS 3.7 %, lavados y 

teñidos con Hoechst 3342 10 µg/ml (Sigma) en PBS por 10 min, a temperatura ambiente. 

El estado fecundado se determinó por visualización de los pro-núcleos femenino y 

masculino. 
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Medición de potencial de membrana (Em) en ensayos poblacionales 

y ensayo de apertura de CatSper 

Luego del tratamiento indicado, los espermatozoides fueron colectados por 

centrifugación (700 g, 5 min) y la concentración se ajustó a 2.7 x 106 células/ml con medio 

NC. Luego, los espermatozoides fueron cargados con la sonda sensible a Em, DISC3(5) 1 

µM (Molecular Probes, Oregon) durante 5 min a 37 °C. No se añadieron desacoplantes 

mitocondriales ya que su contribución al potencial de reposo es despreciable y no 

modifican las medidas de Em (Chávez et al., 2013). La suspensión de espermatozoides fue 

transferida a una cubeta de cuarzo, a 37 °C y con agitación suave, y la señal de 

fluorescencia se monitoreó con un espectrofotómetro Varian Cary Eclipse (λ = 620/670 

nm excitación/emisión). Las mediciones se iniciaron registrando fluorescencia inicial 

constante y luego dentro de cada medición experimental se realizó una curva de 

calibración interna que inicia con el agregado de valinomicina 1 µM y continúa con 

agregados secuenciales de KCl, como se describe en (Demarco et al., 2003). Brevemente, 

a través de la ecuación de Nernst se puede calcular el Em teórico para cada punto de la 

curva de calibración, conociendo la concentración de K+ agregado.  Luego, se asocia cada 

valor de fluorescencia (medido en unidades arbitrarias de fluorescencia) de un punto de 

la curva de calibración, con su correspondiente valor teórico de Em. De esta manera se 

obtiene una curva lineal de Fluorescencia vs Em, en la cual se puede intrapolar el valor de 

fluorescencia inicial para calcular el Em de esa condición experimental. Esta curva de 

calibración interna para cada determinación, compensa variables que pudieran incidir en 

los valores de fluorescencia absoluta (por ejemplo: distintas cantidades de fluoróforo, 

diferencias en el estado de vitalidad de las células, variaciones en la carga de los 

espermatozoides con el fluoróforo, etc.).  

 

En los experimentos en donde se midió apertura de CatSper, luego de la medición 

de fluorescencia inicial, se secuestró el Ca2+ extracelular por agregado de EGTA 3.5 mM 

(dejando un valor de Ca2+ libre de 138 nM, según estimado por MaxChelator), mientras se 

continuó con el registro. La ausencia de cationes divalentes en el medio, permite el flujo 

de Na+ a través de CatSper, el cual al ingresar a las células provoca una despolarización 

que se registra como un aumento de la fluorescencia en la cubeta. Luego, se agregó sHT31 

al medio para estudiar la inducción o no de una mayor despolarización por ingreso de Na+ 
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a través de CatSper. La magnitud de dicha despolarización y en consecuencia, la magnitud 

del aumento de fluorescencia, es un estimador indirecto de la proporción de canales 

CatSper abiertos en la población bajo estudio (Torres-Flores et al., 2011). Se calculó el 

cambio de fluorescencia ocasionado por el agregado de sHT31 como: (FsHT31 – 

FEGTA)/(FEGTA – F0), en donde FsHT31 es la fluorescencia luego del agregado de sHT31, FEGTA 

es la fluorescencia luego del agregado de EGTA, y F0 es la fluorescencia al inicio de la 

medición. 

 

Análisis de niveles de Ca2+ por microscopía en vivo 

Luego de la incubación en medio no capacitante o capacitante, los espermatozoides 

fueron incubados con la sonda sensible a Ca2+ Fluo3-AM 2 µM (Molecular Probes, Oregon) 

en ácido plurónico 0.05 % (manteniendo una concentración de DMSO inferior a 0.2 %) 

por 30 min a 37 °C en oscuridad. Luego, el fluoróforo excedente se lavó por centrifugación 

(700 g, 5 min) y el pellet de espermatozoides fue resuspendido en medio NC ajustando la 

concentración a 1x107 células/ml. Estas células fueron inmovilizadas sobre cubreobjetos 

pre-tratados con laminina (0.1 mg/ml), la cual permite que los espermatozoides queden 

adheridos por sus cabezas, dejando los flagelos libres. El preparado se colocó sobre 

platina termostatizada a 37 °C en la cámara de grabación, la cual a su vez se llenó con 

medio de grabación (medio NC) para permitir la captura de imágenes. En los casos donde 

se evaluó el efecto de sPKI y mibefradil, el medio de grabación también incluyó las 

concentraciones indicadas de esos inhibidores. En estas condiciones se comenzó con el 

registro de fluorescencia constante durante 1 min. Todos los agregados sucesivos de 

drogas, se hicieron pre-diluyéndolas en 100 µL de medio de grabación. Así se siguió la 

señal antes, durante y luego del agregado de sHT31 o sHT31p. Al final de cada registro se 

agregó el ionóforo de Ca2+, ionomicina 10 µM como control de viabilidad y respuesta del 

sistema, así como para la posterior normalización de los valores de fluorescencia. 

Para la obtención de las imágenes se utilizó un microscopio invertido Z1 con cabezal 

de escaneo Zeiss LSM880, objetivo de inmersión 60 X (apertura numérica 1.4). La 

excitación a 488 nm se realizó con láser de argón, combinado con detector espectral 

GaAsP con un ancho de banda de 508-588 nm. Se llevó a cabo un escaneo bidireccional 

con un tiempo de permanencia de 1.03 µs y una resolución de 512x512 pixeles, resultando 
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en una velocidad de adquisición de imagen de 3 cuadros/s, por periodos de 8-10 min. Las 

películas obtenidas fueron procesadas y analizadas con el programa ImageJ (versión 1.38, 

NIH). Para el análisis en el cambio de fluorescencia se seleccionaron aquellas células 

dentro de cada campo que respondieron a ionomicina (es decir, células vivas y 

responsivas). Las regiones de interés (“ROIs”) fueron delimitados sobre la cabeza de cada 

espermatozoide para cuantificar los cambios de fluorescencia en las mismas. Los cambios 

en la fluorescencia de Fluo3 son representados como (F-F0)/(Fmax-F0), donde F 

representa la intensidad de fluorescencia a un dado tiempo, F0 es el promedio de los 

valores de fluorescencia registrados durante el primer minuto de adquisición antes de la 

adición de sHT31/sHT31p, y Fmax corresponde al valor de fluorescencia máximo obtenido 

tras el agregado de ionomicina (equivalente a 100 % de respuesta).  

 La respuesta promedio de todas las células del experimento fue usada para 

comparar respuestas entre distintos experimentos, y el número n representa la cantidad 

total de experimentos.  

Aquellas células con un cambio de fluorescencia (equivalente a cambios en [Ca2+]i) 

mayor o igual a 15 % respecto a los cambios ocasionados por ionomicina (100 %), fueron 

contadas como “responsivas”. Al menos 40 células fueron analizadas en cada 

experimento, empleando un pool de espermatozoides provenientes de 3 ratones.  

  

Para la determinación de la cinética de aumento de Ca2+ intracelular provocada por 

sHT31, los espermatozoides capacitados fueron cargados con Fluo3-AM como se 

describió arriba. A continuación, fueron agregados sobre cubreobjetos pre-tratados con 

concanavalina-A (1 mg/ml), de manera que las células quedan adheridas tanto por la 

cabeza como por el flagelo, inmovilizándolas para poder analizar los cambios de señal en 

estos compartimentos. Las señales de fluorescencia se registraron utilizando un 

microscopio invertido Eclipse TE300 Nikon, acoplado a una fuente de excitación pulsada 

de tipo LED, y objetivo de inmersión 60 X (PlanApo N, apertura numérica 1.42). Las 

imágenes fueron capturadas con una cámara AndorIxon-DU8970 EMCCD, controlada por 

un programa iQ (Andor Technology, Belfast, UK), a 10 cuadros/s con un pulso de 

excitación de 2 ms utilizando un led de color cian único. Para seleccionar las longitudes 

de ondas deseadas, se empleó un filtro de excitación (HQ485/25X), asociado a espejo 
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dicroico (Q-505 LP), y filtro de emisión (HQ510 LP) (Chroma Technology, Bellows Falls, 

VT). La adquisición de imágenes se realizó a 10 cuadros/s por períodos de tiempo no 

mayores de 5 min. La fluorescencia inicial constante se registró por 30 s, luego se añadió 

sHT31 1 µM a la cámara de grabación y se continuó con el registro de la señal durante 3-

4 min adicionales. Al final de cada medición se agregó ionomicina 10 µM como control de 

respuesta. Utilizando el programa de análisis ImageJ, se definieron 3 ROIs distintos para 

cabeza, pieza media y pieza principal. Los valores de fluorescencia para cada ROI se 

normalizaron calculando ∆F = ((F-F0)/ F0)x100, donde ∆F es el porcentaje en el cambio 

de fluorescencia. 

Para cada trazo se determinó el momento en que la intensidad de fluorescencia 

comenzó a aumentar y se estimó el tiempo de respuesta para cada espermatozoide.  

 

 Análisis estadístico 

De todos los experimentos se realizaron al menos tres repeticiones independientes. 

Los datos se presentan como la media + el error estándar. El análisis estadístico se realizó 

por T de Student, Mann‐Whitney no paramétrico y Análisis de Varianza (ANOVA), según 

corresponda. Las diferencias entre los grupos experimentales se consideraron 

significativas si presentaron una probabilidad de error tipo I de 5 % o menos (p< 0.05). 

Las pruebas de comparaciones múltiples se realizaron mediante test de Holm-Sidak. 
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